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ΠΕΡΙΛΗΧΗ  
Ο καρκίνοσ του κυρεοειδοφσ αποτελεί τθν πιο κοινι ενδοκρινι κακοικεια και θ 
ςυχνότθτά του αυξάνεται ταχφτατα παγκοςμίωσ τισ τελευταίεσ δεκαετίεσ. Οι κφριοι 
ιςτολογικοί τφποι του καρκίνου είναι ο κθλϊδθσ, ο κυλακιϊδθσ, ο μυελοειδισ, ο 
αναπλαςτικόσ τφποσ καρκίνου του κυρεοειδοφσ, οι οποίοι παρουςιάηουν 
διαφορετικι κυτταρικι προζλευςθ, χαρακτθριςτικά και πρόγνωςθ, ενϊ ζχουν 
παρατθρθκεί και παραλλαγζσ αυτϊν, με τθν πιο κοινι να είναι ο κυλακιϊδθσ 
υπότυποσ του κθλϊδουσ καρκίνου. Τα τελευταία χρόνια ζχουν πραγματοποιθκεί 
πολλζσ μελζτεσ ςχετικά με τθν πακογζνεςθ των διαφόρων τφπων καρκίνου του 
κυρεοειδοφσ. Τα κυριότερα αποτελζςματα των ερευνϊν είναι θ εφρεςθ γενετικϊν 
μεταλλαγϊν και ιδίωσ εκείνων που οδθγοφν ςτθν ενεργοποίθςθ του μονοπατιοφ 
ςθματοδότθςθσ MAP κιναςϊν. Οι μεταλλάξεισ αυτζσ εντοπίςτθκαν κυρίωσ ςτα 
γονίδια BRAF και RAS (HRAS, KRAS και NRAS), αλλά παρατθρικθκαν και οι 
αναδιατάξεισ RET/PTC και RAX8/PPARγ. Σκοπόσ τθσ παροφςασ εργαςίασ ιταν να 
διερευνθκεί θ φπαρξθ ςθμειακϊν μεταλλάξεων των γονιδίων BRAF (κωδικόνιο 600) 
και KRAS (κωδικόνια 12, 13 και 61) ςε διαφορετικοφσ τφπουσ καρκίνου του 
κυρεοειδοφσ ςτον ελλθνικό πλθκυςμό. Μελετικθκαν ςυνολικά 19 δείγματα 
αςκενϊν και θ πειραματικι διαδικαςία περιελάμβανε τθν απομόνωςθ γενωμικοφ 
DNA από τισ βιοψίεσ ιςτϊν εγκλειςμζνων ςε παραφίνθ, τθν ενίςχυςθ των ειδικϊν 
περιοχϊν του κάκε γονιδίου με τθν Αλυςιδωτι Αντίδραςθ Πολυμεράςθσ (PCR) και 
τζλοσ, τθν αλλθλοφχιςθ των προϊόντων τθσ PCR. Στθ ςυγκεκριμζνθ εργαςία 
ταυτοποιικθκαν μεταλλάξεισ ςτο κωδικόνιο 600 (Val -> Glu) του γονιδίου BRAF ςε 4 
από τα 19 δείγματα, ενϊ δεν ταυτοποιικθκαν μεταλλάξεισ ςτα κωδικόνια 12, 13 και 
61 του γονιδίου KRAS. Εντοφτοισ, για τθν εξαγωγι αςφαλϊν ςυμπεραςμάτων, 
κρίνεται απαραίτθτο θ μελζτθ να επεκτακεί ςε μεγαλφτερο αρικμό δειγμάτων και 
να περιλαμβάνει τθν ανάλυςθ επιπρόςκετων μεταλλάξεων ςτα γονίδια HRAS και 
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ABSTRACT 
Thyroid cancer is a common endocrine malignancy that has rapidly increased in 
global incidence in recent decades. The major types of thyroid cancer are the 
papillary type, the follicular type, the medullary type and the anaplastic one, each 
with different cellular origins, characteristics and prognoses. Furthermore, there are 
additional variants among the major types of thyroid cancer, the most common 
among them being the follicular variant of papillary thyroid cancer. Recent studies 
into the molecular pathogenesis of thyroid cancer have identified molecular 
alterations, especially ones which result in the activation of MAP kinase signaling 
pathway. These mutations include point mutations of the BRAF and RAS (HRAS, KRAS 
and NRAS) genes, as well as RET/PTC or PAX8/PPARγ rearrangements. The purpose 
of this study is to investigate the presence of point mutations of the BRAF gene 
(codon 600) and the KRAS gene (codons 12, 13 and 61) in different thyroid cancer 
types in the Greek population. Overall, 19 samples derived from patients with 
thyroid cancer were examined. The experimental procedure included the isolation of 
genomic DNA from paraffin-embedded tissue biopsies and the amplification of the 
specific regions of interest using Polymerase Chain Reaction (PCR) followed by 
sequencing of the PCR products. We identified mutations at codon 600 (Val -> Glu) 
of the BRAF gene at 4 out of 19 samples, but no mutations were identified at codons 
12, 13 and 61 of the KRAS gene. However, in order to be able to draw safe 
conclusions, this study must be extended to include additional mutations of the 
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1.1. ΘΤΡΟΕΙΔΗ΢ ΑΔΕΝΑ΢ 
Σο ενδοκρινικϐ ςϑςτημα ρυθμύζει πολλϋσ απϐ τισ δραςτηριϐτητεσ του 
οργανιςμοϑ. ΢υγκροτεύται απϐ διϊφορουσ αδϋνεσ, οι οπούοι απελευθερώνουν 
ςτο αύμα, ουςύεσ που επηρεϊζουν τη λειτουργύα ιςτών-ςτϐχων που εντοπύζονται 
ςε  διϊφορα ςημεύα του ςώματοσ. ΢το ενδοκρινικϐ ςϑςτημα περιλαμβϊνονται ο 
υποθϊλαμοσ, η υπϐφυςη, ο θυρεοειδόσ αδϋνασ, τα επινεφρύδια, οι γονϊδεσ, τα 
νηςύδια του Langerhans ςτο πϊγκρεασ και οι παραθυρεοειδεύσ αδϋνεσ. 
Ο θυροειδόσ αδϋνασ εύναι ϋνασ απϐ τουσ ςημαντικϐτερουσ αδϋνεσ του 
ενδοκρινικοϑ ςυςτόματοσ. ΢τα περιςςϐτερα θηλαςτικϊ, ο θυροειδόσ αδϋνασ 
(thyroid gland) βρύςκεται ςτο κϊτω μϋροσ του τραχόλου, μπροςτϊ και ςτα 
πλϊγια τησ αρχόσ τησ τραχεύασ αρτηρύασ, ςε ςχόμα «πεταλοϑδασ». Σο βϊροσ του 
κυμαύνεται απϐ 25 ϋωσ 30 gr. Αποτελεύται απϐ δϑο πλϊγιουσ λοβοϑσ που 
ςυνδϋονται με μύα λωρύδα θυρεοειδικοϑ ιςτοϑ, που αποκαλεύται ιςθμϐσ. ΢ε 
μερικϋσ περιπτώςεισ, υπϊρχει και τρύτοσ λοβϐσ, ο πυραμοειδόσ, ο οπούοσ 
θεωρεύται υπϐλειμμα του θυρεογλωςςικοϑ πϐρου.  
Η βαςικό μορφολογικό μονϊδα του θυροειδοϑσ αδϋνα εύναι το θυροειδϋσ 
κυςτύδιο ό θυλϊκιο (thyroid follicle). Σο θυροειδϋσ θυλϊκιο περιϋχει μύα 
κολλοειδό ουςύα, που παρϊγεται απϐ το επιθόλιο του και εύναι απϐθεμα 
θυρεοειδών ορμονών. Ο χώροσ ανϊμεςα απϐ τα θυλϊκια, καταλαμβϊνεται απϐ 
ςυνδετικϐ ιςτϐ, που διαθϋτει ϋνα καλϊ αναπτυγμϋνο δύκτυο αιμοφϐρων 
αγγεύων. Η ροό του αύματοσ ςτον θυροειδό αδϋνα εύναι απϐ τισ μεγαλϑτερεσ 
ςτον οργανιςμϐ, αναλογικϊ με το μϋγεθοσ του. O θυροειδόσ αδϋνασ δϋχεται 
νευρικϋσ ύνεσ απϐ το ςυμπαθητικϐ ςϑςτημα. (Khatawkar & Awati, 2015) 
Ο θυροειδόσ αδϋνασ αποτελεύται απϐ δϑο κϑριουσ τϑπουσ επιθηλιακών 
κυττϊρων με αρκετοϑσ υποτϑπουσ ο καθϋνασ: τα θυλακιώδη κϑτταρα (follicular 
cells) και τα παραθυλακιώδη κϑτταρα (parafolicular cells ό C cells) (Εικϐνα 1) 
(Scopa et al, 2004). Απϐ τα παραπϊνω προϋρχονται οι ςυχνϐτεροι ϐγκοι του 
θυρεοειδοϑσ. 
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Εικόνα 1: Ιςτολογία του κυρεοειδοφσ αδζνα. 1. Τα κυρεοειδικά κυλάκια, 2. Τα κυλακιϊδθ κφτταρα 
του κυρεοειδοφσ, 3. Τα παρακυλακιϊδθ κφτταρα (C cells) του κυρεοειδοφσ (Fawcett & Jensh, 2002).          
 
1.1.1. Υυςιολογύα του θυρεοειδοϑσ αδϋνα 
1.1.1.1 Θυρεοειδεύσ ορμϐνεσ 
Οι θυρεοειδικϋσ ορμϐνεσ ϋχουν εξαιρετικϊ ςημαντικϋσ αλλϊ και διαφορετικϋσ 
δρϊςεισ. Δρουν ςχεδϐν ςε κϊθε κϑτταρο του ςώματοσ, ενώ η μειωμϋνη ό 
αυξημϋνη παραγωγό τουσ ϋχουν ιςχυρϋσ επιδρϊςεισ ςτον οργανιςμϐ. 
 
1.1.1.2 Παραγωγό θυρεοειδών ορμονών 
Οι θυρεοειδεύσ ορμϐνεσ ςυντύθενται απϐ το αμινοξϑ τυροςύνη. Η ςϑνθεςη τουσ 
απαιτεύ την ιωδύωςη των μορύων τυροςύνησ καθώσ και τον ςυνδυαςμϐ 
ιωδιωμϋνων καταλούπων τυροςύνησ. ΢υγκεκριμϋνα, η πρϐςληψη του ιωδύου απϐ 
τον θυρεοειδό αδϋνα γύνεται με ενεργϐ μεταφορϊ με την δρϊςη τησ αντλύασ Na+ 
– K+  ATPϊςησ. Σο ιώδιο εγκαταλεύπει το θυλακοειδϋσ κϑτταρο και ειςϋρχεται 
ςτον αυλϐ του θυλακύου, ϐπου μετατρϋπεται ςε ενεργϐ ιώδιο απϐ το 
υπεροξεύδιο του υδρογϐνου που παρϊγεται απϐ τα μιτοχϐνδρια. Η παραπϊνω 
αντύδραςη καταλϑεται απϐ το ϋνζυμο θυρεοειδικό υπεροξειδϊςη (thyroid 
peroxidase – ΣΡΟ) που περιϋχει αύμη. Σο θυλϊκιο, επύςησ, εκκρύνει και μύα 
μεγαλομοριακό γλυκοπρωτεώνη, τη θυρεοςφαιρύνη (Thyroglobulin, Tg). Σα 
κατϊλοιπα τυροςύνησ τησ θυρεοςφαιρύνησ αντιδροϑν με το ενεργϐ ιώδιο, 
ςχηματύζοντασ μονοιωδιοτυροςύνη (Monoiodotyrosine - MIT) και 
δυιωδοτυροςύνη (Diiodotyrosine - DIT). Ο ςυνδυαςμϐσ ενϐσ μορύου ΜΙΣ και ενϐσ 
μορύου DIT, οδηγεύ ςτον ςχηματιςμϐ τησ 3,5,3-τριιωδοθυρονύνησ (Σri-
iodothyronine- T3) ενώ η ςϑζευξη δϑο μορύων DIT οδηγεύ ςτο ςχηματιςμϐ τησ 
θυροξύνησ (Σetra-iodothyronine or Σhyroxine - T4) (Nussey et al., 2001). 
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Η ιωδιωμϋνη θυρεοςφαιρύνη, που περιϋχει MIT, DIT, T3 και Σ4, αποθηκεϑεται ωσ 
εξωκυτταρικϐ πολυπεπτύδιο ςτο κολλοειδϋσ εντϐσ του αυλοϑ των θυλακοειδών 
κυττϊρων. Η ϋκκριςη των θυρεοειδών ορμονών απαιτεύ την ενδοκυττϊρωςη τησ 
αποθηκευμϋνησ ιωδιωμϋνησ θυρεοςφαιρύνησ η οπούα ενςωματώνεται ςτα 
φαγολυςοςώματα, υποβϊλλεται ςε πρωτεολυτικό πϋψη, και μετϊ απϐ την 
ανακατϊληψη τησ μονοιωδιοτυροςύνησ και τησ δυιωδοτυροςύνησ, 
απελευθερώνονται οι θυρεοειδεύσ ορμϐνεσ Σ3 και Σ4 ςτην κυκλοφορύα του 
αύματοσ μϋςω τησ βαςικόσ επιφϊνειασ (Εικϐνα 2). Η πλειοψηφύα των 
εκκρινϐμενων θυρεοειδών ορμονών εύναι υπϐ τη μορφό τησ Σ4. Η κϑρια οδϐσ 
παραγωγόσ τησ Σ3 εύναι μϋςω αποώωδύωςησ του εξωτερικοϑ δακτυλύου τησ Σ4 
απϐ δεώωδινϊςεσ τησ . Η δεώωδινϊςη τϑπου Ι βρύςκεται ςε περιφερικοϑσ ιςτοϑσ, 
ϐπωσ το όπαρ και τουσ νεφροϑσ, και εύναι υπεϑθυνη για τη μετατροπό τησ 
πλειοψηφύασ τησ Σ4 ςε Σ3 ςτη κυκλοφορύα (Yen et al., 2001).  
 
Εικϐνα 2: Βιοςϑνθεςη θυρεοειδών ορμονών Σ3 και Σ4 
(http://fitsweb.uchc.edu/student/selectives/Luzietti/Thyroid_hormones.htm ) 
 
1.1.1.3 Λειτουργύεσ των θυρεοειδών πρμονών 
Οι ορμϐνεσ του θυρεοειδοϑσ (Thyroid Hormones - TH) παύζουν κρύςιμουσ ρϐλουσ 
ςτη διαφοροπούηςη, την ανϊπτυξη, και το μεταβολιςμϐ. Πρϊγματι, οι 
θυρεοειδεύσ ορμϐνεσ απαιτοϑνται για την φυςιολογικό λειτουργύα ςχεδϐν ϐλων 
των ιςτών, με ςημαντικϋσ επιπτώςεισ ςτην κατανϊλωςη οξυγϐνου και 
μεταβολικϐ ρυθμϐ. Ακϐμη, ρυθμύζουν τον καρδιακϐ ρυθμϐ και την 
ςυςταλτικϐτητα, την μϊζα και τον ϐγκο των ερυθροκυττϊρων, την περιφερικό 
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αγγειοδιαςτολό, τον ρυθμϐ αναδϐμηςησ οςτοϑ, ενώ παρουςιϊζουν επιπτώςεισ 
και ςτο δϋρμα και τουσ μαλακοϑσ ιςτοϑσ (Page et al., 2000). Οι διαταραχϋσ του 
θυρεοειδοϑσ αδϋνα αποτελοϑν τισ πιο κοινϋσ ενδοκρινεύσ αςθϋνειεσ. 
 
1.1.1.4 Ρϑθμιςη του θυρεοειδοϑσ αδϋνα 
Η ςϑνθεςη και η ϋκκριςη θυρεοειδών ορμονών ρυθμύζεται απϐ ϋνα ςϑςτημα 
αρνητικόσ ανϊδραςησ που περιλαμβϊνει τον υποθϊλαμο, την υπϐφυςη και τον 
θυρεοειδό αδϋνα (Shupnik  et al., 2008). Η ορμϐνη απελευθϋρωςησ, 
θυρεοτροπύνη (Thyrotropin, TRH) εύναι ϋνα τριπεπτύδιο που ςυντύθεται ςτον 
υποθϊλαμο και μεταφϋρεται ςτην πρϐςθια υπϐφυςηϐπου δεςμεϑεται ςτουσ 
υποδοχεύσ τησ ςε ϋναν υποπληθυςμϐ κυττϊρων, τα οπούα εκκρύνουν την 
θυρεοειδοτρϐπο ορμϐνη (thyroid stimulating hormone, ΣSH). Η 
θυρεοειδοτρϐποσ ορμϐνη ϋχει κρύςιμο ρϐλο και ςτην ανϊπτυξη και την εξϋλιξη 
του θυρεοειδοϑσ αδϋνα (Yen et. al, 2001). Η TSH εύναι ο κϑριοσ ρυθμιςτόσ τησ 
απελευθϋρωςησ και τησ ϋκκριςησ των ορμονών. ορμονών T3 και T4, οι οπούεσ 
δρουν ςε ϐλα τα ϐργανα του ςώματοσ. Σα υψηλϊ επύπεδα θυρεοειδικών 
ορμονών, με την ςειρϊ τουσ, ανατροφοδοτοϑν ςτο επύπεδο τησ υπϐφυςησ, με 
αποτϋλεςμα να καταςτϋλλουν την ςϑνθεςη και την ϋκκριςη τησ TSH (Εικϐνα 3). 
Οι θυρεοειδικϋσ ορμϐνεσ εύναι ο πιο ςημαντικϐσ φυςιολογικϐσ ρυθμιςτόσ  των 
επιπϋδων τησ TSH ( Shupnik et al., 2008). Η ϋκκριςη τησ TSH και η ευαιςθηςύα 
τησ ςτη διϋγερςη τησ TRH επηρεϊζεται απϐ την νεφρικό ανεπϊρκεια, την πεύνα, 
τη ςτϋρηςη ϑπνου, την κατϊθλιψη και ορμϐνεσ ϐπωσ κορτιζϐλη, αυξητικό 
ορμϐνη και τα φυλετικϊ ςτεροειδό (Mullur et. al, 2014). 
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Εικϐνα 3: Ρϑθμιςη τησ ϋκκριςησ των θυρεοειδικών ορμονών Σ3 και Σ4 
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK28 ) 
 
1.1.2 Διαταραχϋσ του θυρεοειδοϑσ αδϋνα 
Όπωσ ϋχει όδη τονιςτεύ, ο ρϐλοσ των θυρεοειδών ορμονών εύναι πολϑ 
ςημαντικϐσ και για το λϐγο αυτϐ η δρϊςη τουσ ελϋγχεται μϋςω ενϐσ αυςτηροϑ 
μηχανιςμοϑ. Ωςτϐςο, εύναι ςχετικϊ ςυχνό η εμφϊνιςη διαταραχών του 
θυρεοειδοϑσ αδϋνα, οι οπούεσ αφοροϑν την υπολειτουργύα (υποθυρεοειδιςμϐσ) ό 
ςτην υπερλειτουργύα (υπερθυρεοειδιςμϐσ) του.  
Ο υποθυρεοειδιςμόσ εύναι η πιο ςυχνό διαταραχό, και προκϑπτει απϐ την 
ανεπϊρκεια των θυρεοειδών ορμονών ό ςπανιϐτερα απϐ διαταραχό τησ 
δραςτηριϐτητασ τουσ ςτουσ ιςτοϑσ (Hallengren, 1998). Ανϊλογα με τον χρϐνο 
εμφϊνιςησ τησ νϐςου, διακρύνεται ςε εγγενό και επύκτητη, ανϊλογα με το 
επύπεδο ενδοκρινικόσ δυςλειτουργύασ ςε πρωτογενό και δευτερογενό, και 
ανϊλογα με την ςοβαρϐτητα του ςε ςοβαρϐ/κλινικϐ και όπιο/υποκλινικϐ 
υποθυρεοειδιςμϐ. Ο πρωτογενόσ υποθυρεοειδιςμϐσ οφεύλεται ςε δυςλειτουργύα 
του θυρεοειδοϑσ αδϋνα, ενώ ο δευτερογενόσ οφεύλεται ςτην αποτυχύα ϋκκριςησ 
επαρκοϑσ ποςϐτητασ TSH απϐ την υπϐφυςη ό τησ θυρεοτροπύνησ απϐ τον 
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υποθϊλαμο. Η ανεπϊρκεια τησ θυρεοειδόσ ορμϐνησ Σ3 εύναι υπεϑθυνη για την 
εμφϊνιςη των κλινικών και βιοχημικών εκδηλώςεων του υποθυρεοειδιςμοϑ. Σα 
κϑρια ςυμπτώματα του υποθυρεοειδιςμοϑ εύναι ο χαμηλϐσ μεταβολικϐσ ρυθμϐσ 
που οδηγεύ ςτην μεύωςη του ενεργειακοϑ μεταβολιςμοϑ και τησ παραγωγόσ 
θερμϐτητασ ςυνεπώσ και αϑξηςη του ςωματικοϑ βϊρουσ, μειωμϋνη ϐρεξη, μη 
ανοχό ςτο κρϑο και ελαφρώσ χαμηλό θερμοκραςύα ςώματοσ (Kostoglou-
Athanassiou, 2010).  
΢ε αντύθεςη με τον υποθυρεοειδιςμϐ, ο υπερθυρεοειδιςμόσ προκαλεύται απϐ την 
αυξημϋνη ςυγκϋντρωςη θυρεοειδών ορμονών ςτουσ ιςτοϑσ, που δημιουργεύται 
λϐγω τησ αυξημϋνησ ςϑνθεςησ των ορμονών, τησ αυξημϋνησ απελευθϋρωςησ 
τουσ ό απϐ μύα ενδογενό ό εξωγενό εξωθυροειδικό πηγό. Οι πιο κοινϋσ αιτύεσ τησ 
υπερβολικόσ παραγωγόσ των θυρεοειδών ορμονών εύναι η νϐςοσ του Graves,  η 
τοξικό βρογχοκόλη και το τοξικϐ αδϋνωμα. Ο αςθενόσ που πϊςχει απϐ 
υπερθυρεοειδιςμϐ εμφανύζει διϊφορα ςυμπτώματα που ποικύλουν ανϊλογα την 
ηλικύα του αςθενοϑσ, την διϊρκεια εμφϊνιςησ τησ αςθϋνειασ ό την ποςϐτητα τησ 
περύςςειασ θυρεοειδικών ορμονών (Reid et al, 2005). 
 
1.2 Καρκύνοσ του θυρεοειδοϑσ αδϋνα 
1.2.1 Γενικϊ 
Ο καρκύνοσ του θυρεοειδοϑσ αδϋνα αποτελεύ περύπου το 1% των ςυνολικών 
περιπτώςεων καρκύνου ςτισ αναπτυγμϋνεσ χώρεσ (Scopa, 2004) και εύναι ο πιο 
κοινϐσ κακοόθησ ϐγκοσ ςτο ενδοκρινικϐ ςϑςτημα (Nikiforov, 2008). Επηρεϊζει 
ϐλεσ τισ ηλικιακϋσ ομϊδεσ, αν και εμφανύζεται ςπϊνια ςε νεαρϋσ ηλικύεσ. Οι 
θυρεοειδεύσ ϐγκοι προςβϊλουν ςυχνϐτερα τισ γυναύκεσ απϐ τουσ ϊνδρεσ. Πολλού 
ειδικού πιςτεϑουν ϐτι η αυξημϋνη ςυχνϐτητα εμφϊνιςησ του θυρεοειδοϑσ 
καρκύνου οφεύλεται ςτην βελτύωςη τησ ανύχνευςησ μικρών καρκύνων ςε 
προκλινικϐ ςτϊδιο. Επιπλϋον, η ϋκθεςη ςε οριςμϋνα περιβαλλοντικϊ 
καρκινογϐνα ςτον βιομηχανοποιημϋνο τρϐπο ζωόσ, η αυξημϋνη ϋκθεςη ςε 
ιατρικϋσ ακτινοβολύεσ, η αϑξηςη τησ πρϐςληψησ ιωδύου καθώσ και η αυξημϋνη 
επικρϊτηςη τησ χρϐνιασ αυτοϊνοςησ θυρεοειδύτιδασ, ύςωσ εύναι μερικού απϐ 
τουσ παρϊγοντεσ που οδηγοϑν ςε διαταραχϋσ του θυρεοειδοϑσ. Έχει προταθεύ 
ϐτι η αϑξηςη τησ ςυχνϐτητασ εμφϊνιςησ του θυρεοειδοϑσ καρκύνου οφεύλεται 
ςτο ςυνδυαςμϐ τησ φαινομενικόσ αϑξηςησ εξαιτύασ τησ ανϊπτυξησ πιο 
ευαύςθητων διαγνωςτικών μϋςων και τησ πραγματικόσ ανϊπτυξησ λϐγω 
εκτεταμϋνησ ϋκθεςησ ςε ακτινοβολύα και ςε ϊλλεσ μη αναγνωριςμϋνεσ 
καρκινογϐνεσ ουςύεσ (Pellegriti et al., 2013).   
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Ο καρκύνοσ του θυρεοειδοϑσ ςυνόθωσ παρουςιϊζεται ςαν όζοσ θυρεοειδούσ. 
Ωςτϐςο, οζύδια θυρεοειδοϑσ ςυνόθωσ ανιχνεϑονται τυχαύα και η ηλικύα ςτο 50% 
περύπου των αςθενών, εύναι ϊνω των 60 ετών (Guth et al., 2009). Μϐνο το 5% 
των ϐζων θυρεοειδοϑσ εύναι κακοόθη ( Brito et al., 2013). Η διϊγνωςη του 
καρκύνου θυρεοειδοϑσ ςυνόθωσ πραγματοποιεύται μϋςω εξϋταςησ με υπερόχουσ 
ό με βιοψύα των ϑποπτων οζιδύων με παρακϋντηςη με λεπτό βελϐνα (FNA-Fine 
Needle Aspiration). ΢την πλειοψηφύα των περιπτώςεων η κυτταρολογικό 
εξϋταςη των κυττϊρων που ςυλλϋγονται απϐ την βιοψύα εύναι η πιο αξιϐπιςτη 
διαγνωςτικό μϋθοδοσ για την αξιολϐγηςη των οζιδύων θυρεοειδοϑσ και την 
κατϊταξη τουσ ςε καλοόθεισ ό κακοόθεισ ϐζουσ, (Gharib et al., 2010). 
 
1.2.2. Ιςτολογικό ταξινϐμηςη  
Ο θυρεοειδόσ αδϋνασ περιϋχει δϑο κϑριουσ τϑπουσ επιθηλιακών κυττϊρων: τα 
θυλακιώδη κύτταρα (follicular cells) ςτα οπούα μετατρϋπεται το ιώδιο ςτισ 
θυρεοειδεύσ ορμϐνεσ δηλαδό την θυροξύνη και την τριιωδοθυρονύνη, και τα 
παραθυλακιώδη (parafollicular cells) ό C κϑτταρα τα οπούα εκκρύνουν την 
καλςιτονύνη.  
Οι περιςςϐτεροι τϑποι καρκύνου προϋρχονται απϐ τα θυρεοειδό θυλακιώδη 
κϑτταρα δηλαδό, εύναι επιθηλιακού ϐγκοι. Αυτού περιλαμβϊνουν: α) τον Θηλώδη 
καρκίνο του θυρεοειδούσ (papillary thyroid cancer, PTC), β) τον Θυλακιώδη 
καρκίνο του θυρεοειδούσ (follicular thyroid cancer, FTC), γ) τον χαμηλήσ 
διαφοροποίηςησ καρκίνο του θυρεοειδούσ (poorly differentiated thyroid cancer, 
PDTC) και δ) τον αναπλαςτικό καρκίνο του θυρεοειδούσ (anaplastic thyroid 
cancer, ATC). Οι τϑποι αυτού αποτελοϑν την πλειοψηφύα (πϊνω απϐ το 95%) 
ϐλων των περιπτώςεων θυρεοειδών κακοηθειών. Ο θηλώδησ και ο θυλακιώδησ 
καρκύνοσ του θυρεοειδοϑσ ταξινομοϑνται ωσ διαφοροποιημϋνοι τϑποι καρκύνου 
(differentiated thyroid cancer, DTC). 
Ο μυελοειδόσ καρκύνοσ θυρεοειδοϑσ (medullary thyroid cancer, MTC) 
προϋρχεται απϐ τα παραθυλακιώδη κϑτταρακαι αποτελεύ περύπου το 3% των 
περιπτώςεων θυρεοειδών κακοηθειών (Goutas et al., 2008). 
Η παραδοςιακό κατϊταξη του καρκύνου θυρεοειδοϑσ εύναι η εξόσ: καλϊ 
διαφοροποιημϋνα καρκινώματα (θυλακιώδη και θηλώδη καρκινώματα) και 
χαμηλόσ διαφοροποιόςησ καρκινώματα (θηλοειδό και αναπλαςτικϊ 
καρκινώματα). Σα πρώτα, χαρακτηρύζονται απϐ ςχετικϊ καλό πρϐγνωςη ενώ τα 
δεϑτερα ςχετύζονται με επιθετικό ςυμπεριφορϊ, μετϊςταςη και θϊνατο. 
΢ϑμφωνα με τον Παγκϐςμιο Οργανιςμϐ Τγεύασ (World Health Organization), οι 
ϐγκοι του θυρεοειδοϑσ μποροϑν να κατηγοριοποιηθοϑν ςε γενικϋσ γραμμϋσ ςε 
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πρωτοπαθεύσ και ςε δευτεροπαθεύσ ό μεταςτατικοϑσ ϐγκουσ. Οι μεταςτατικού 
ϐγκοι του θυρεοειδοϑσ εύναι ςπϊνιοι. Οι περιςςϐτεροι πρωτοπαθεύσ ϐγκοι του 
θυρεοειδοϑσ εύναι επιθηλιακού ϐγκοι που προϋρχονται απϐ θυλακιώδη κϑτταρα 
θυρεοειδοϑσ (Nikiforov, 2009). Σα λεμφώματα και τα διϊφορα νεοπλϊςματα 
κατατϊςςονται ςε διακριτό ξεχωριςτό κατηγορύα (Hedinger et al., 1989). Σο 
Ινςτιτοϑτο Παθολογύασ Ειδικών Δυνϊμεων (Armed Forces Institute of Pathology 
– AFIP) ϋχει αναπτϑξει ϋνα ελϊχιςτα διαφοροποιημϋνο ςϑςτημα κατϊταξησ για 
τουσ ϐγκουσ του θυρεοειδοϑσ, το οπούο επικεντρώνεται ςτην κυτταρικό 
προϋλευςη και την ενςωμϊτωςη του ϐγκου ςε κϊθε τϑπο κυττϊρου και 
αναφϋρονται ωσ υπϐτυποι καρκύνου θυρεοειδοϑσ ό «παραλλαγϋσ» (Rosai et al., 
1992).  
 
1.2.2.1 Θηλώδησ Καρκύνοσ Θυρεοειδοϑσ 
Ο θηλώδησ καρκύνοσ του θυρεοειδοϑσ εύναι ο πιο κοινϐσ τϑποσ θυρεοειδοϑσ 
καρκύνου και αποτελεύ το 80% περύπου ϐλων των πρωτογενών κακοηθειών του 
θυρεοειδοϑσ (Baloch et. al, 2002). Ιςτολογικϊ, μπορεύ να κατηγοριοποιηθεύ 
περαιτϋρω ςε θηλώδεσ μικροκαρκύνωμα (papillary microcarcinoma), ςε 
ϋγκλειςτο υπϐτυπο (encapsulated variant), ςε θυλακιώδη υπϐτυπο θυλώδουσ 
καρκύνου θυρεοειδοϑσ (follicular variant of papillary thyroid cancer - FVPTC), ςε 
υπϐτυπο με χαρακτηριςτικϊ «υψηλϊ και κυλινδρικϊ κϑτταρα» (tall and 
columnar cell variant), ςε υπϐτυπο ο οπούοσ χαρακτηρύζεται απϐ διϊχυςη 
ςκληρυντικόσ ουςύασ (diffuse sclerosing variant), και ςε ϊλλουσ υπϐτυπουσ 
(Εικϐνα 4) (Scopa, 2004). 
Κϑριο χαρακτηριςτικϐ του θηλώδουσ τϑπου καρκύνου θυρεοειδοϑσ εύναι η 
ανϊπτυξη θηλών και μιασ ςειρϊσ χαρακτηριςτικών πυρηνικών γνωριςμϊτων 
ϐπωσ η ξεκϊθαρη οπτικϊ εμφϊνιςη, επικαλϑψεισ και πυρηνικϊ αυλϊκια (Εικϐνα 
4). Σο μϋγεθοσ του θηλώδουσ καρκινώματοσ εύναι εξαιρετικϊ μεταβλητϐ με μϋςη 
διϊμετρο να κυμαύνεται απϐ 2-3 cm2. Οι νεοπλαςματικϋσ θηλϋσ περιϋχουν ϋναν 
κεντρικϐ πυρόνα ινοαγγειακοϑ (και περιςταςιακϊ μϐνο αγγειακοϑ) ιςτοϑ 
επενδεδυμϋνο με ϋνα ό περιςςϐτερα κυτταρικϊ ςτρώματα με ςυγκεντρωμϋνουσ 
οβϊλ πυρόνεσ.  
Ο τρϐποσ διϊδοςησ του ςυγκεκριμϋνου εύδουσ καρκινώματοσ, εύναι μϋςω 
λεμφαγγεύων εντϐσ του θυρεοειδοϑσ, ο οπούοσ οδηγεύ ςε πολυεςτιακϋσ βλϊβεσ 
και ςτην περιφερειακό μετϊςταςη ϐζου. Η διϊδοςη μϋςω των φλεβών εύναι πιο 
ςπϊνια ενώ και οι μεταςτϊςεισ ϋξω απϐ τον λαιμϐ και το μεςοθωρϊκιο εύναι 
αςυνόθιςτεσ (το 5-7% των περιπτώςεων). Η περιφερειακό μετϊςταςη 
λεμφαδϋνα εύναι εξαιρετικϊ ςυνόθησ (περύπου ςτο 50% των περιπτώςεων) 
κατϊ την αρχικό εμφϊνιςη κλαςςικοϑ θηλώδουσ καρκύνου. Σο παραπϊνω, δεν 
φαύνεται να επηρρεϊζει αρνητικϊ την μακροπρϐθεςμη πρϐγνωςη, ειδικϊ ςε 
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αςθενεύσ ηλικύασ κϊτω των 45 ετών (LiVolsi, 2011). Σα χαρακτηριςτικϊ με τη 
μεγαλϑτερη προγνωςτικό αξύα φαύνεται, λοιπϐν, ϐτι εύναι η ηλικύα εμφϊνιςησ 
τησ νϐςου ςτον αςθενό, το μικρϐ μϋγεθοσ του ϐγκου, η ςυνολικό ενθυλϊκωςη, οι 
πολυεςτιακϋσ βλϊβεσ καθώσ και η παρουςύα εκτεταμϋνων μεταςτϊςεων.  
Η ςυμβατικό χειρουργικό του θυρεοειδοϑσ, με την μορφό τησ λοβεκτομόσ, χωρύσ 
τομό λαιμοϑ ό την προληπτικό χορόγηςη ιωδύου, αποτελεύ αποτελεςματικό 
θεραπεύα για τισ περιςςϐτερεσ περιπτώςεισ θηλώδουσ καρκινώματοσ 
(Carcangiou et al., 1985). Περύπου 4 με 5 εβδομϊδεσ μετϊ την χειρουργικό 
αφαύρεςη του θυρεοειδοϑσ, οι αςθενεύσ ύςωσ ακολουθόςουν θεραπεύα με 
ραδιενεργϐ ιώδιο για την ανύχνευςη και την καταςτροφό κϊθε μετϊςταςησ και 
πιθανοϑ υπολειμματικοϑ ιςτοϑ του θυρεοειδοϑσ. Εξωτερικό ακτινοθεραπεύα ϋχει 
χρηςιμοποιηθεύ ωσ επικουρικό θεραπεύα ςε αςθενεύσ θηλώδουσ καρκύνου του 
θυρεοειδοϑσ που όταν ϊνω των 45 ετών και εύχαν τοπικό διειςδυτικό νϐςο 
(Mazzaferri, 1981) ενώ ϋχει ςημειωθεύ και επιτυχόσ θεραπεύασ με την 
καταςτολό τησ θυρεοτρϐπου ορμϐνησ (TSH) με λεβοθυροξύνη (Xing, 2013). 
Αξύζει να ςημειωθεύ, ϐτι η χρόςη κατϊλληλων μοριακών δεικτών, ϋχει τη 
δυνατϐτητα να βελτιώςει την επικινδυνϐτητα και να προβλϋψει την πιθανϐτητα 
υποτροπιαςμοϑ ςε αςθενεύσ με PTC, ςυμβϊλλοντασ ςτη λόψη καλϑτερων 
αποφϊςεων για τη μακροχρϐνια διαχεύριςό του (Xing et al., 2005). 
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1.2.2.2.  Θυλακιώδησ καρκίνοσ του θυρεοειδοφσ 
Ο θυλακιώδησ καρκύνοσ του θυρεοειδοϑσ μπορεύ να κατηγοριοποιηθεύ ανϊλογα 
με τον βαθμϐ τησ εξϊπλωςησ του ςε: καρκύνο με ελάχιςτη διήθηςη (minimally 
invasive) ο οπούοσ εύναι και ο πιο κοινϐσ και ςε καρκύνο με ευρεία διήθηςη. Η 
ςυχνϐτητα του θυλακιώδουσ καρκινώματοσ ςε περιοχϋσ μη εκτεθειμϋνεσ ςε 
ιώδιο κυμαύνεται ςε ποςοςτϐ 5-10% των θυρεοειδών κακοηθειών, ενώ αντύθετα 
ςε περιοχϋσ εκτεθειμϋνεσ ςε ιώδιο, ςε ποςοςτϐ 30-40% (Rosai et al., 1992).   
΢ε πολλϋσ περιπτώςεισ, η ιςτολογικό διϊγνωςη του θυλακιώδουσ καρκινώματοσ 
βαςύζεται ςτα χαρακτηριςτικϊ πυρηνικϊ ςτοιχεύα του θηλώδουσ καρκινώματοσ 
και την επεμβατικό ανϊπτυξη ό ςτη μετϊςταςη λεμφαδϋνα (Zhu et al., 2003) 
(Εικϐνα 5). Αυτοϑ του εύδουσ ο καρκύνοσ ςτερεύται τα πυρηνικϊ χαρακτηριςτικϊ 
του θηλώδουσ καρκύνου, ςυνόθωσ δεν ϋχει καμύα θηλό, παρουςιϊζει ϋλλειψη 
καλςιτονύνησ και αμυλοειδοϑσ ενώ δεν περιϋχει τα πολυϊριθμα κϑτταρα τησ 
ατρϊκτου, τα γιγαντιαύα κϑτταρα και τα μιτωτικϊ ςτοιχεύα αδιαφοροπούητου 
(αναπλαςτικοϑ) καρκινώματοσ (Baloch et al, 2016). Μακροςκοπικϊ, ο καρκύνοσ 
με ελϊχιςτη διόθηςη εύναι ϋνασ ενθυλακωμϋνοσ ϐγκοσ που παρουςιϊζει την 
αγγειακό ό την καψικό ειςβολό μϐνο για μικροςκοπικό αξιολϐγηςη ενώ 
αντύθετα, ο καρκύνοσ με ευρεύα διόθηςη παρουςιϊζεται με απουςύα πλόρουσ 
ενθυλϊκωςησ, εκτεταμϋνεσ περιοχϋσ τησ ειςβολόσ ςτον παρακεύμενο ιςτϐ του 
θυρεοειδοϑσ ό/και εκτεταμϋνη διεύςδυςη αιμοφϐρων αγγεύων (Εικϐνα 5) 
(Scopa, 2004).  
Σο θυλακιώδεσ αδϋνωμα και το θυλακιώδεσ καρκύνωμα παρουςιϊζουν πολλϋσ 
ομοιϐτητεσ μεταξϑ τουσ, καθιςτώντασ αναποτελεςματικοϑσ πολλοϑσ 
ανοςοώςτοχημικοϑσ, μορφομετρικοϑσ, κυτογενετικοϑσ και ογκογϐνουσ δεύκτεσ. 
Σα ςημερινϊ διαγνωςτικϊ κριτόρια για τισ κακοόθειεσ αυτϋσ, εύναι η ιςτολογικό 
εκτύμηςη τησ κϊψασ (ϐπου δηλαδό ο ϐγκοσ πρϋπει να διαπερνϊ ολϐκληρο το 
πϊχοσ τησ κϊψασ) και/ό με την ειςβολό των αιμοφϐρων αγγεύων μϋςα ό πϋρα 
απϐ αυτό (Scopa, 2004). Εύναι φανερϐ, πωσ τα καρκινώματα με την ελϊχιςτη 
διόθηςη δεν μποροϑν να διαγνωςτοϑν επακριβώσ με τη παρακϋντηςη βιοψύασ 
με λεπτό βελϐνα (fine needle aspiration biopsy), δεδομϋνου ϐτι τα κρύςιμα 
διαγνωςτικϊ κριτόρια απουςιϊζουν. 
 
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 13:03:19 EET - 137.108.70.7
Μελέτη των μεταλλάξεων των γονιδίων BRAF και KRAS ςτον καρκίνο του θυρεοειδούσ ςτον ελληνικό 
πληθυςμό. 
 
    20  
 
 
Εικϐνα 5: Ιςτολογικό απεικϐνηςη μϋτρια διαφοροποιημϋνου θυλακιώδουσ καρκινώματοσ. 
(http://emedicine.medscape.com/article/278488-workup#c6)  
 
              1.2.2.3.  Μυελοειδήσ καρκίνοσ του θυρεοειδοφσ 
Σο μυελώδεσ καρκύνωμα εύναι ϋνασ κακοόθησ ϐγκοσ του θυρεοειδοϑσ το οπούο 
προϋρχεται απϐ την διαφοροπούηςη των παραθυλακιωδών κυττϊρων ό 
κυττϊρων C που ςυνόθωσ περιϋχουν καλςιτονύνη (Rosai et al., 1992). ΢το 
ςϑνολο των καρκύνων του θυρεοειδοϑσ, το μυελώδεσ καρκύνωμα που 
καταλαμβϊνει το 5-10%, εύναι κυρύωσ ςποραδικϐ ςτη φϑςη και μϐνο το 20-30% 
των περιπτώςεων εύναι κληρονομικϋσ (Mohammadi et al., 2016). Ο μυελώδησ 
καρκύνοσ εντοπύζεται κυρύωσ ςτισ περιοχϋσ των θυρεοειδών λοβών ϐπου η 
ςυγκϋντρωςη των κυττϊρων C εύναι υψηλϐτερη. Ιςτολογικϊ, εμφανύζει τισ 
χρωςτικϋσ ιδιϐτητεσ του αμυλοειδοϑσ, δηλαδό παρουςιϊζεται με γκριζωπϐ 
χρώμα αλλϊ και κϐκκινο χρώμα. Ένα τυπικϐ μυελώδεσ καρκύνωμα αποτελεύται 
απϐ ατρακτοειδό κϑτταρα, κυκλικϊ ό πολυγωνικϊ κϑτταρα διαχωριςμϋνα απϐ 
ινώδη ςτρώμα (Εικϐνα 6).   
Η καλςιτονύνη εύναι ο πιο ευαύςθητοσ προγνωςτικϐσ δεύκτησ ςε μυελώδεισ 
ϐγκουσ ςτην προ-εγχειρητικό διϊγνωςη και τα επύπεδα τησ εύναι ανϊλογα του 
ςταδύου τησ νϐςου (Ismailov, et al., 2004). Επύςησ, τα αυξημϋνα επύπεδα τησ 
καλςιτονύνησ ςε μετα-εγχειρητικϐ ςτϊδιο φανερώνουν την ϑπαρξη 
υπολειπϐμενου ό υποτροπιϊζοντοσ μυελώδουσ καρκινώματοσ θυρεοειδοϑσ. 
(Moley et al., 1998). Εύναι ςημαντικϐ να αναφερθεύ το γεγονϐσ τησ ϑπαρξησ 
περιπτώςεων μυελοειδών καρκινωμϊτων προχωρημϋνων ςταδύων, ςτισ οπούεσ 
η παραγωγό και η ϋκκριςη καλςιτονύνησ εύναι μειωμϋνη. ΢τουσ αςθενεύσ αυτοϑσ, 
το καρκινοεμβρυώκϐ αντιγϐνο (CEA), το οπούο εκκρύνεται απϐ τα 
παραθυλακιώδη κϑτταρα, μπορεύ να εμφανύζεται ςημαντικϊ αυξημϋνο, 
αποτελώντασ περιςςϐτερο αξιϐπιςτο καρκινικϐ δεύκτη, παρϊ το γεγονϐσ ϐτι δε 
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 13:03:19 EET - 137.108.70.7
Μελέτη των μεταλλάξεων των γονιδίων BRAF και KRAS ςτον καρκίνο του θυρεοειδούσ ςτον ελληνικό 
πληθυςμό. 
 
    21  
 
διαθϋτει την ευαιςθηςύα και την εξειδύκευςη τησ καλςιτονύνησ (Heshmati et al., 
1997; Busnardo et al., 1984). 
Η ολικό θυρεοεκτομό εύναι προσ το παρϐν η μοναδικό αντιμετώπιςη του 
μυελώδουσ καρκύνου θυρεοειδοϑσ,. ΢ε αντύθεςη με τουσ διαφοροποιημϋνουσ 
καρκύνουσ θυρεοειδοϑσ, τα μυελώδη καρκινικϊ κϑτταρα δεν προςλαμβϊνουν 
ιώδιο, ςυνεπώσ η θεραπεύα με ιώδιο εύναι αναποτελεςματικό. Σο μυελοειδϋσ 
καρκύνωμα γενικϊ δεν ανταποκρύνεται ςτα χημειοθεραπευτικϊ ςκευϊςματα, αν 
και ςε περιοριςμϋνο αριθμϐ μελετών, αναφϋρεται μερικό ανταπϐκριςη, κυρύωσ 
ςε ςυνδυαςμϐ με χημειοθεραπεύα. Παρϐλο που το νεϐπλαςμα θεωρεύται 
ανθεκτικϐ ςτην ακτινοθεραπεύα, ςε περιπτώςεισ αντϋνδειξησ τησ χειρουργικόσ 
επϋμβαςησ ό ςε περιπτώςεισ μη εγχειρόςιμων ϐγκων, η ακτινοθεραπεύα εύναι 
πιθανϐ να επιφϋρει κϊποιο ανακουφιςτικϐ αποτϋλεςμα ωσ προσ την τοπικό 
επϋκταςη και τισ απομακρυςμϋνεσ μεταςτϊςεισ (Gimm et al., 2001). 
 
Εικϐνα 6: Απεικϐνιςη του Μυελοειδοϑσ Καρκύνου του θυρεοειδοϑσ, με ϊφθονο αμυλοειδϋσ 
(Cancernetwork – Home of the Journal Oncology,  
http://www.cancernetwork.com/articles/slide-show-medullary-thyroid-carcinoma ) 
1.2.2.4.  Αναπλαςτικόσ καρκίνοσ του θυρεοειδοφσ 
Ο αναπλαςτικϐσ καρκύνοσ του θυρεοειδοϑσ, παρϐλο που εύναι απϐ τισ πιο 
ςπϊνιεσ μορφϋσ καρκύνου, εύναι ϋνασ απϐ τουσ πιο επιθετικοϑσ καρκύνουσ και ςε 
αυτϐν τον τϑπο οφεύλεται το 40% των θανϊτων απϐ καρκύνο του θυρεοειδοϑσ. 
Τπολογύζεται ϐτι αποτελεύ το 1-2% των περιπτώςεων θυρεοειδών κακοηθειών, 
με ςυχνϐτητα 1-2 αςθενεύσ ανϊ ϋνα εκατομμϑριο ανθρώπων το χρϐνο (Are et al., 
2006; Kebebew et al., 2005). Εμφανύζεται, ςυνόθωσ, ςε ηλικιωμϋνουσ αςθενεύσ 
(μϋςοσ ϐροσ ηλικύασ 60-65 ετών), αναπτϑςςεται ταχϋωσ, με επιθετικϐτητα ενώ 
μετϋπειτα οδηγεύ ςε μετϊςταςη ςε μακρινϋσ αποςτϊςεισ κυρύωσ ςε πνεϑμονα, 
επινεφρύδια και κϐκκαλα (Rosai et al., 1992; LiVolsi, 1990).   
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Ο αναπλαςτικϐσ καρκύνοσ παρουςιϊζει ϋνα μεγϊλο φϊςμα μορφολογικών ειδών, 
εύτε μεμονωμϋνων εύτε ςυνδυαςμϐ αυτών. Οι τρεισ μορφολογικού τϑποι εύναι 
λεπιδωτϊ, αξονικϊ και γιγαντιαύα κϑτταρα. Σα κοινϊ ςτοιχεύα και των τριών 
μοτύβων εύναι η υψηλό μιτωτικό δραςτηριϐτητα, η εκτεταμϋνη νϋκρωςη και 
ϋνασ αξιοςημεύωτοσ βαθμϐσ ειςβολόσ εντϐσ του αδϋνα καθώσ και ςε 
εξωθυρεοειδικϋσ δομϋσ (Εικϐνα 7) (Rosai et al., 1992; LiVolsi, 1990). 
Ο αναπλαςτικϐσ καρκύνοσ παρουςιϊζει πολϑ κακό πρϐγνωςη με μϋςο χρϐνο 
επιβύωςησ 6 με 8 μόνεσ απϐ την ςτιγμό τησ εμφϊνιςησ του. Η θεραπεύα 
ςυνδυαςμϋνησ χειρουργικόσ επϋμβαςησ, χημειοθεραπεύασ και ακτινοβολύασ 
μπορεύ να πετϑχει καλϑτερα αποτελϋςματα ςτην βελτύωςη τησ επιβύωςησ ςε 
μερικοϑσ αςθενεύσ. Ωςτϐςο, ο αναπλαςτικϐσ καρκύνοσ παρουςιϊζει πολϑ χαμηλϐ 
ποςοςτϐ θεραπεύασ, ακϐμη και με ριζοςπαςτικϋσ μεθϐδουσ (Kebebew et al., 
2005; Ito et al., 2012). 
 
Εικϐνα 7: Απεικϐνιςη του αναπλαςτικοϑ καρκύνου του θυρεοειδοϑσ (International Journal of 
Health Sciences, https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3068789/ ) 
 
1.3.  ΢ηματοδοτικό μονοπάτι των MAP κιναςών  
Η ρϑθμιςη τησ αϑξηςησ και τησ διαφοροπούηςησ, μετϊ απϐ την ενεργοπούηςη 
διαμεμβρανικών υποδοχϋων απϐ εξωκυτταρικϐ διαβιβαςτό, πραγματοποιεύται 
μϋςω τησ μακροπρϐθεςμησ ενεργοπούηςησ αλυςιδωτών αντιδρϊςεων 
πρωτεώνικών κιναςών. Σο μονοπϊτι αυτϐ ενεργοποιεύται απϐ μιτογϐνουσ 
παρϊγοντεσ (ωσ μιτογϐνοι παρϊγοντεσ ορύζονται εκεύνοι που προωθοϑν την 
κυτταρικό διαύρεςη), ςυνεπώσ η αλληλουχύα των αντιδρϊςεων κιναςών εύναι 
γνωςτό ωσ Μitogenic Αctivated Ρrotein Κinases cascade ό MAPK cascade. Σο 
κϊθε μονοπϊτι των MAP κιναςών περιλαμβϊνει τουλϊχιςτον τρεισ διαφορετικϋσ 
κινϊςεσ, οι οπούεσ φωςφορυλιώνουν η μύα την ϊλλη. Οι MAPs επϊγουν διϊφορεσ 
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 13:03:19 EET - 137.108.70.7
Μελέτη των μεταλλάξεων των γονιδίων BRAF και KRAS ςτον καρκίνο του θυρεοειδούσ ςτον ελληνικό 
πληθυςμό. 
 
    23  
 
κυτταρικϋσ διαδικαςύεσ ϐπωσ: πολλαπλαςιαςμϐσ, διαφοροπούηςη, απϊντηςη 
ςτο ςτρεσ, επιβύωςη και απϐπτωςη.  
Σο κϊθε μονοπϊτι MAPK εύναι οργανωμϋνο ωσ πολυπρωτεώνικϐ ςϑμπλοκο, με 
την βοόθεια πρωτεώνών ςκαλωςιϊσ (scaffold proteins). Η ςυγκεκριμϋνη 
οργϊνωςη αποςκοπεύ ςτην γρόγορη μετϊδοςη του μηνϑματοσ και εγγυϊται την 
εξειδύκευςη τησ μεταγωγόσ του ςόματοσ εμποδύζοντασ ανεπιθϑμητεσ 
διαςταυρώςεισ με ϊλλα μονοπϊτια MAPK. Οι MAPK μποροϑν να ενεργοποιηθοϑν 
απϐ ποικύλα ενδοκυτταρικϊ και εξωκυτταρικϊ ερεθύςματα ϐπωσ υποδοχεύσ 
αυξητικών παραγϐντων (RTKs), απϐ υποδοχεύσ που ςυνδϋονται με πρωτεώνεσ G 
(GPCRs) με την μεςολϊβηςη των πρωτεώνών G ό με μηχανιςμοϑσ ανεξϊρτητουσ 
απϐ τισ πρωτεώνεσ G.  
Η ενεργοπούηςη των μονοπατιών MAPK απϐ αυξητικοϑσ παρϊγοντεσ 
περιγρϊφεται ακολοϑθωσ. Οι αυξητικού παρϊγοντεσ, ϐπωσ ο αυξητικϐσ 
παρϊγοντασ προερχϐμενοσ απϐ αιμοπετϊλια PDGF (platelet derived growth 
factor), και ο επιδερμικϐσ αυξητικϐσ παρϊγοντασ EGF (epidermal growth factor), 
δεςμεϑονται ςτουσ μονομερεύσ υποδοχεύσ τουσ (RTKs). Η δϋςμευςη αυτό, οδηγεύ 
ςτον διμεριςμϐ των υποδοχϋων και ςτην αυτοφωςφορυλύωςη τουσ ςε 
κατϊλοιπα τυροςύνησ (Tyr). ΢τισ φωςφορυλιωμϋνεσ Σyr του υποδοχϋα 
ςυνδϋεται μϋςω τησ SH2 περιοχόσ τησ, η πρωτεϏνη προςαρμογϋασ Grb2 (growth 
factor receptor binding protein). ΢την Grb2, ςτη ςυνϋχεια, προςδϋνεται ϋνασ 
παρϊγοντασ ανταλλαγόσ νουκλεοτιδύων γουανύνησ, ο SOS ο οπούοσ με την ςειρϊ 
του ενεργοποιεύ τη μικρό GTPϊςη Ras.GDP, ανταλλϊςςοντασ το GDP με GTP. Η 
Ras μϋςω του C-τελικοϑ πρενυλιωμϋνου ϊκρου τησ, βρύςκεται ςτην πλαςματικό 
μεμβρϊνη. Η ενεργοποιημϋνη Ras.GTP ςτρατολογεύ ςτη μεμβρϊνη την πρώτη 
κινϊςη του μονοπατύου των MAPK, την κινϊςη Ser/Thr Ras η οπούα εύναι μια 
MAP Κinase Κinase Κinase (MAPKKK). 
Η κινϊςη Raf ςε κατϊςταςη ηρεμύασ βρύςκεται ςτο κυτταρϐπλαςμα ςτην 
αναδιπλωμϋνη μορφό τησ, ςυνδεδεμϋνη μϋςω φωςφορυριωμϋνων καταλούπων 
Ser με την πρωτεϏνη 14-3-3. Η διϋγερςη του αυξητικοϑ παρϊγοντα, ενεργοποιεύ 
παρϊλληλα και μύα φωςφατϊςη (φωςφατϊςη 2Α) η οπούα αποφωςφορυλιώνει 
την Raf, οδηγώντασ την ςε μύα ανοιχτό διαμϐρφωςη που επιτρϋπει την ςϑνδεςη 
τησ Raf ςτα λιπύδια τησ μεμβρϊνησ και ςτη Ras.  
Η ενεργοποιημϋνη Raf φωςφορυλιώνει ςε δϑο κατϊλοιπα Ser την ΜΕΚ 
(MAP/ERK Kinase), ϋνασ τϑποσ MAP kinase kinase (MAPKK). ΢τη ςυνϋχεια, η 
ΜΕΚ φωςφορυλιώνει την ERK, η οπούα εύναι μύα ΜΑΡΚ κινϊςη Ser/Thr. Μετϊ 
την ενεργοπούηςη το ςϑμπλεγμα διαχωρύζεται, η KSR φωςφορυλιώνεται και 
επανϋρχεται ςτο κυτταρϐπλαςμα (Εικϐνα 8)(Morrison et. al, 2003; Anderson, 
2006). 
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Εικϐνα 8: Απεικϐνιςη τησ ενεργοπούηςησ του ςηματοδοτικοϑ μονοπατιοϑ MAPK απϐ αυξητικϐ 
παρϊγοντα (G.T. Gibney et al., 2013, 
http://www.nature.com/nrclinonc/journal/v10/n7/fig_tab/nrclinonc.2013.83_F1.html) 
Σο ςηματοδοτικϐ μονοπϊτι PI3K/AKT, ϋχει επύςησ ϋνα θεμελιώδη ρϐλο ςτην 
ρϑθμιςη τησ κυτταρικόσ ανϊπτυξησ, του πολλαπλαςιαςμοϑ, τησ απϐπτωςησ και 
μεταβολικών δραςτηριοτότων μϋςω ρϑθμιςησ τησ ϋκφραςησ γονιδύων. Μαζύ με 
το μονοπϊτι MAPK αποτελοϑν τουσ κυριϐτερουσ ογκογϐνουσ μηχανιςμοϑσ που 
οδηγοϑν ςτην ανϊπτυξη και την εξϋλιξη του καρκύνου θυρεοειδοϑσ (Xing, 2013). 
Η απϐκλιςη απϐ τον αυςτηρϐ ϋλεγχο των μονοπατιών τησ MAPK, ϋχει εμπλακεύ 
ςτην ανϊπτυξη πολλών ανθρώπινων αςθενειών, ϐπωσ η νϐςοσ του Alzheimer, η 
νϐςοσ του Parkinson, αμυοτροφικό πλευρικό ςκλόρυνςη, και διϊφοροι τϑποι 
καρκύνου (Kim et al., 2010). 
 
         1.3.1. Πρωτεΐνη BRAF 
Η οµϊδα RAF γονιδύων περιλαμβϊνει τρύα πρωτο-ογκογονύδια, το ARAF1, το 
RAF1 και το BRAF. Η πρωτεώνη BRAF, που κωδικοποιεύται απϐ το γονύδιο BRAF, 
ανόκει ςε μύα πρωτεώνικό οικογϋνεια κιναςών ςερύνησ – θρεονύνησ  η οπούα 
περιλαμβϊνει τισ ARAF, BRAF και CRAF. Οι κινϊςεσ RAF εύναι οι κεντρικού 
ρυθμιςτϋσ ςτο ενδοκυτταρικϐ μονοπϊτι τησ κινϊςησ MAP και δρουν κυρύωσ με 
φωςφορυλύωςη και ενεργοπούηςη τησ MEK. Σο παραπϊνω ςυμβαύνει μετϊ τον 
διμεριςμϐ των (ϐμο- ό ετερϐ-) των RAF πρωτεώνών.  Η ενεργοπούηςη τησ MEK, 
οδηγεύ με την ςειρϊ τησ ςτην ενεργοπούηςη τησ ERK και των επακϐλουθων 
τελεςτών του μονοπατιοϑ MAPK (Nikiforov, 2008) Απϐ τισ τρεισ ιςομορφϋσ τησ 
Raf κινϊςησ (ARAF, BRAF, και CRAF), η ιςομορφό BRAF με το γονύδιο τησ να 
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εντοπύζεται ςτο χρωμϐςωμα 7, ϋχει την υψηλϐτερη βαςικό δραςτηριϐτητα 
κινϊςησ και εύναι ο πιο ιςχυρϐσ ενεργοποιητόσ του ςηματοδοτικοϑ μονοπατιοϑ 
MAP κιναςών (Xing, 2005). 
Η ανακϊλυψη ενεργών μεταλλϊξεων του γονιδύου για το BRAF ϋχει επεκτεύνει το 
εϑροσ των γνωςτών γενετικών αλλοιώςεων που ενεργοποιοϑν το ςηματοδοτικϐ 
μονοπϊτι των MAP κιναςών και υπογραμμύζει την ςυμβολό αυτοϑ του 
μονοπατιοϑ ςτην καρκινογϋνεςη διαφϐρων ιςτών, ϐπωσ το μελϊνωμα, τον μη 
μικροκυτταρικϐ καρκύνο του πνεϑμονα, τον καρκύνο του παχϋοσ εντϋρου, το 
θηλώδη καρκύνοσ του θυρεοειδοϑσ καθώσ και τον καρκύνο των ωοθηκών. (H. 
Davies et al., 2002) ΢ημειακϋσ μεταλλϊξεισ ςτο γονύδιο BRAF βρϋθηκαν ςτο 45% 
των περιπτώςεων θηλώδουσ καρκύνου του θυρεοειδοϑσ. (Kimura et al., 2003; 
Cohen et al., 2003). 
 
           1.3.2.  Πρωτεΐνεσ RAS  
Η οικογϋνεια των ανθρώπινων γονιδύων RAS περιλαμβϊνει τα εξόσ γονύδια: 
HRAS, KRAS και NRAS, τα οπούα ϋχουν ποικύλεσ λειτουργύεσ ρυθμύζοντασ τον 
κυτταρικϐ πολλαπλαςιαςμϐ και τη διαφοροπούηςη. Σα παραπϊνω γονύδια 
κωδικοποιοϑν μεγϊλησ ςυγγϋνειασ πρωτεϏνεσ G, οι οπούεσ βρύςκονται ςτην 
εςωτερικό επιφϊνεια τησ κυτταρικόσ μεμβρϊνησ. Διαδραματύζουν κρύςιμο ρϐλο 
ςτην ενδοκυτταρικό μεταγωγό ςημϊτων προερχϐμενα απϐ μεμβρανικοϑσ 
υποδοχεύσ κινϊςησ τυροςύνησ και υποδοχεύσ που ςυνδϋονται με πρωτεϏνεσ G. 
΢την ανενεργό μορφό τησ, η RAS πρωτεώνη προςδϋνεται ςτην διφωςφορικό 
γουανοςύνη (guanosine diphosphate- GDP) ενώ κατϊ την ενεργοπούηςη τησ 
απελευθερώνει την GDP και δεςμεϑει τριφωςφορικό γουανοςύνη (guanosine 
triphosphate – GTP) ενεργοποιώντασ το MAPK μονοπϊτι και ϊλλα ςηματοδοτικϊ 
μονοπϊτια, ϐπωσ το PI3K/AKT. ΢ε φυςιολογικϊ πλαύςια, η ενεργοποιημϋνη 
πρωτεώνη RAS-GTP, μετατρϋπεται γρόγορα ςε ανενεργό, εξαιτύασ τησ εγγενοϑσ 
δραςτηριϐτητασ τησ τριφωςφατάςησ γουανοςίνησ (guanosine triphosphatase – 
GTPase) και τησ δρϊςησ των ενεργοποιοϑμενων απϐ την GTPϊςη 
κυτταροπλαςματικών πρωτεώνών. Οι παραπϊνω δρϊςεισ καταλϑουν την 
μετατροπό τησ δραςτικόσ μορφόσ GΣP ςτην ανενεργό προςδεδεμϋνη GDP 
(Εικϐνα 9) (Nikiforov, 2008). Επιπλϋον, ςημαντικό εύναι η ςυμβολό του 
παρϊγοντα GEF (guanine nucleotide exchange factor), διϐτι διευκολϑνει την 
ανταλλαγό του GDP απϐ το GTP, την απομϊκρυνςη δηλαδό του  GDP απϐ τη 
πρωτεϏνη G και τη δϋςμευςη ςτη θϋςη του, του GTP. Απϐ την ϊλλη πλευρϊ, ο 
παρϊγοντασ GAP (GTPase-activating protein), καταλϑει την υδρϐλυςη το GTP, 
αυξϊνοντασ με λύγα λϐγια το ρυθμϐ τησ υδρϐλυςησ. (Εικϐνα 9) (Bos et al., 2007) 
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Εικϐνα 9: Απεικϐνιςη τησ μετατροπόσ απϐ ανενεργό Ras πρωτεώνη ςε ενεργό Ras πρωτεώνη και 
το αντύςτροφο, με την ςυμβολό του κϑκλου GDP/GTP, National Cancer Institute, 
https://ccr.cancer.gov/news/inthejournals/calvisi)  
΢ε πολλϋσ ανθρώπινεσ νεοπλαςύεσ, ςημειακϋσ μεταλλϊξεισ ςυμβαύνουν ςτα 
διακριτϊ πεδύα του γονιδύου Ras, το οπούο ϋχει ςαν αποτϋλεςμα εύτε μύα 
αυξημϋνη ςυγγϋνεια για το GTP (μεταλλϊξεισ ςτα κωδικϐνια 12 και 13) ό την 
απενεργοπούηςη τησ αυτοκαταλυτικόσ λειτουργύασ τησ GTPϊςησ (μεταλλϊξεισ 
ςτο κωδικϐνιο 61). Σο αποτϋλεςμα τουσ εύναι ϐτι η μεταλλαγμϋνη πρωτεϏνη 
καθύςταται μϐνιμα ςτην ενεργό τησ μορφό, καθώσ επύςησ και λειτουργεύ 
ιδιοςτατικϊ αναςτϋλλοντασ τα μονοπϊτια ςηματοδϐτηςησ (Nikiforov, 2008).  
 
1.3.3. Διάγνωςη και θεραπεία του θυρεοειδοφσ καρκίνου 
Οι ϐγκοι του θυρεοειδοϑσ, ςυνόθωσ, παρουςιϊζονται ωσ μονομερό ανώδυνα 
θυρεοειδικϊ οζύδια που οφεύλονται ςτην εςτιακό υπερτροφύα του θυρεοειδοϑσ 
αδϋνα. Σα παραπϊνω οζύδια μποροϑν να εντοπιςτοϑν εύτε απϐ τον ύδιο τον 
αςθενό με ψηλϊφιςη εύτε απϐ τυχαύα διαπύςτωςη ςε υπερηχογρϊφημα του 
λαιμοϑ. Η ςυχνϐτητα εϑρεςησ των θυρεοειδικών οζιδύων ποικύλει ανϊλογα με 
την διαγνωςτικό μϋθοδο που χρηςιμοποιεύται. Αναφορικϊ, το 2-6% των οζιδύων 
εντοπύζονται με την ψηλϊφιςη ενώ το 19-35% των οζιδύων εντοπύζονται μϋςω 
υπερόχων. ΢τη φυςικό εξϋταςη, οι κακοόθεισ ϐζοι εύναι πιο ςκληρού και 
ςταθερού, ενώ ϋνασ ϐζοσ που εύναι ελαςτικϐσ ό μαλακϐσ και κινεύται εϑκολα με 
την κατϊποςη, εύναι ςυνόθωσ καλοόθησ. (Udelsman et al., 1999) 
Απϐ παθοφυςιολογικόσ ϊποψησ, ϋνασ ϐζοσ θυρεοειδοϑσ αντιπροςωπεϑει την 
ανώμαλη ανϊπτυξη κυττϊρων, ςυνόθωσ αλλϊ ϐχι πϊντα θυρεοειδών κυττϊρων, 
τα οπούα αποτελοϑν τμόμα του θυρεοειδοϑσ αδϋνα. Αρκετού παρϊγοντεσ 
προδιϊθεςησ ϋχουν αναφερθεύ για την παρουςύα καρκινώματοσ ςε οζύδια 
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θυρεοειδοϑσ και ϋνασ απϐ αυτοϑσ εύναι το μϋγεθοσ του οζιδύου. Πρϐςφατεσ 
μελϋτεσ αποδεικνϑουν ϐτι ϐταν το μϋγεθοσ του οζιδύου υπερβαύνει τα 4 
εκατοςτϊ, αυξϊνεται ο κύνδυνοσ κακοόθειασ. ΢υνεπώσ το μϋγεθοσ του οζιδύου, 
θα μποροϑςε να θεωρηθεύ ωσ ανεξϊρτητη ϋνδειξη για την πρϐβλεψη του 
κινδϑνου κακοόθειασ (McCoy et al., 2007). Η ςυντριπτικό πλειοψηφύα των ϐζων 
εύναι καλοόθησ. Άλλοι αναγνωριςμϋνοι παρϊγοντεσ κινδϑνου εύναι η ηλικύα, το 
φϑλο, η ϋκθεςη ςε ακτινοβολύα, το οικογενειακϐ ιςτορικϐ εμφϊνιςησ καρκύνου 
και ιδιαύτερα του θηλώδουσ καρκινώματοσ, ενώ πολϑ πρϐςφατα 
προςδιορύςτηκε ϋνασ ακϐμη, το υψηλϐ ςωματικϐ βϊροσ. (Wartofsky, 2010; 
Kitahara et al., 2011) 
Η αρχικό αξιολϐγηςη εύναι η αναλυτικό απεικϐνιςη του θυρεοειδοϑσ με 
υπερόχουσ. Αξιολογεύται αν υπϊρχει ϋνασ ό περιςςϐτεροι ϐζοι, το μϋγεθοσ του, 
αν ο ϐζοσ εύναι ςυμπαγόσ, κυςτικϐσ (περιϋχει υγρϐ) ό μεικτϐσ. ΢τη ςυνϋχεια 
απαιτοϑνται αιματολογικϋσ εξετϊςεισ για το προςδιοριςμϐ των επιπϋδων των 
θυρεοειδικών ορμονών ςτο αύμα ϐπωσ και η μϋτρηςη θυρεοςφαιρύνησ, 
καλςιτονύνησ και αντιθυρεοειδικών αντιςωμϊτων.  
Σο ςπινθηρογρϊφημα του θυρεοειδοϑσ εύναι μια εξϋταςη που προςδιορύζει αν 
ϋνασ ϐζοσ παρϊγει θυρεοειδικϋσ ορμϐνεσ και εύναι λειτουργικϐσ (θερμϐσ) ό μη 
λειτουργικϐσ (ψυχρϐσ). Η εξϋταςη αυτό γύνεται με τη λόψη ραδιενεργοϑ ιωδύου 
ό τεχνιτύου. Σο ραδιενεργϐ υλικϐ απορροφϊται μϐνο απϐ τα λειτουργικϊ 
κϑτταρα του θυρεοειδοϑσ. ΢τη ςυνϋχεια λαμβϊνεται μια εικϐνα με τη βοόθεια 
μιασ γ-κϊμερασ που αποτυπώνει τα λειτουργικϊ ςημεύα του θυρεοειδοϑσ. Αν ο 
ϐζοσ εύναι θερμϐσ τϐτε φαύνεται καθαρϊ η αυξημϋνη καθόλωςη του 
ραδιοφαρμϊκου ςτο ςημεύο του ϐζου, αν εύναι ψυχρϐσ φαύνεται ϋνα ϋλλειμμα 
ςτο ςημεύο του ϐζου. ΢όμερα, η ακρύβεια ςτη μϋτρηςη των θυρεοειδών ορμονών 
και η ποιϐτητα του υπερηχογραφόματοσ ϋχουν εκτοπύςει τη χρόςη 
τουςπινθηρογρϊφηματοσ.  
Οι πλϋον χρηςιμοποιοϑμενεσ μϋθοδοι για την ανύχνευςη θυρεοειδικών οζιδύων 
εύναι το υπερηχογρϊφημα θυρεοειδοϑσ και η αυξημϋνη διαθεςιμϐτητα 
υπερόχων καθοδηγοϑμενων απϐ την βιοψύα λεπτόσ βελϐνησ (FNA) και τη 
ςυνοδϐ κυτταρολογικό εξϋταςη εύτε ενϐσ ϐζου εύτε ενϐσ διογκωμϋνου 
τραχηλικοϑ λεμφαδϋνα, με την δεϑτερη να εύναι πιο ακριβόσ για την αξιολϐγηςη 
των θυρεοειδών οζιδύων. (Cooper et al., 2009). Η ολικό αφαύρεςη του αδϋνα 
επιβϊλλεται ανεξϊρτητα απϐ το κλινικϐ ςτϊδιο ςτο οπούο βρύςκεται. ΢ε ϐλουσ 
τουσ αςθενεύσ με καρκύνο του θυρεοειδοϑσ, ο ςκοπϐσ τησ θυρεοειδεκτομόσ εύναι 
η αφαύρεςη πρωτογενοϑσ ϐγκου, η ελαχιςτοπούηςη τησ νοςηρϐτητασ καθώσ και 
του κινδϑνου υποτροπόσ και μετϊςταςησ.. Όταν κρύνεται απαραύτητο η 
θεραπεύα περιλαμβϊνει τη χορόγηςη ραδιενεργοϑ ιώδιου. Σο ραδιενεργϐ ιώδιο 
χορηγεύται 1-3 μόνεσ μετεγχειρητικϊ ωσ 131Ι ϐπωσ ιωδιοϑχο νϊτριο δια 
ςτϐματοσ, του οπούου ο χρϐνοσ ημιζωόσ εύναι 7-8 ημϋρεσ. Κϑριοσ ςκοπϐσ τησ 
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ςυγκεκριμϋνησ χορόγηςησ εύναι η καταςτροφό πιθανών υπολειμματικών 
κακοόθων κυττϊρων ό/και λεμφαδενικών μικρομεταςτϊςεων, οδηγώντασ ςτη 
μεύωςη υποτροπών και απομακρυςμϋνων μεταςτϊςεων (Mazzaferri et al., 1994; 
1981).Εντοϑτοισ, οι επύμονοι, οι υποτροπιϊζοντεσ, οι αναπλαςτικού καθώσ 
επύςησ και οι χαμηλόσ διαφοροπούηςησ ϐγκοι θυρεοειδοϑσ, αδυνατοϑν να 
προςλϊβουν 131Ι. Η θεραπεύα του αναπλαςτικοϑ τϑπου καρκύνου θυρεοειδοϑσ 
περιλαμβϊνει ςχεδϐν πϊντα την εξωτερικό ακτινοβολύα. Η εξωτερικό 
ακτινοβολύα ςυνόθωσ χρηςιμοποιεύται ςαν ϋςχατη λϑςη, μετϊ απϐ χειρουργικό 
επϋμβαςη. (Schneider et al., 2013) 
Όλα τα θυλακιώδη κϑτταρα εξαρτώνται απϐ την ορμϐνη TSH για την ανϊπτυξη 
τουσ. ΢υνεπώσ, καθύςταται λογικό η χορόγηςη παραπϊνω του φυςιολογικοϑ, 
δϐςεων λεβοθυροξύνησ (Σ4) ωσ ςημαντικό ςτρατηγικό για την επιβύωςη του 
αςθενοϑσ χωρύσ την αςθϋνεια. (Cady et al., 1976; McGriff et al., 2002). Η 
καταςτολό τησ TSH ενϋχει κινδϑνουσ αρρυθμιών, ϊγχουσ και οςτεοπϐρωςησ. 
Λϐγω κινδϑνου απώλειασ οςτοϑ, προτεύνεται καθημερινό χορόγηςη 
ςυμπληρωμϊτων αςβεςτύου και βιταμύνησ D για τουσ αςθενεύσ ςτουσ οπούουσ 
ακολουθεύται η παραπϊνω ςτρατηγικό. (Tuttle et al, 2010) 
Η θεραπευτικό προςϋγγιςη ολοκληρώνεται με τη χορόγηςη τησ κατϊλληλησ 
φαρμακευτικόσ αγωγόσ. Η ακτινοθεραπεύα και η χημειοθεραπεύα 
χρηςιμοποιοϑνται ςπανιϐτατα ωσ επικουρικϊ θεραπευτικϊ μϋςα. 
Υυςικϊ, ο αςθενόσ μετϊ απϐ την επϋμβαςη και την οποιαδόποτε 
ςυμπληρωματικό θεραπεύα ςτην οπούα υποβληθεύ, τύθεται ςε τακτικό 
παρακολοϑθηςη απϐ τη θερϊπουςα ενδοκρινολογικό ομϊδα για την ϋγκαιρη 
διαπύςτωςη πιθανόσ υποτροπόσ. 
 
1.3.4.  Μοριακή διάγνωςη του θυρεοειδοφσ καρκίνου 
1.3.4.1.   Γενικά 
Η μοριακό διϊγνωςη του καρκύνου του θυρεοειδοϑσ ϋχει ςημειώςει μεγϊλη 
πρϐοδο τα τελευταύα χρϐνια. Παρϐλο που ο καρκύνοσ του θυρεοειδοϑσ ϋχει 
γενικϊ καλό πρϐγνωςη, τυχϐν μεταςτϊςεισ μπορεύ να αποβοϑν μοιραύεσ για την 
ζωό. Για τον λϐγο αυτϐ απαιτεύται μύα ϋγκαιρη πρϐγνωςη του καρκύνου του 
θυρεοειδοϑσ ςε αςθενεύσ που παρουςιϊζουν ϐζουσ (Fallahi et al, 2014). Η 
ςτρατηγικό αυτό, αυξϊνει την ακρύβεια τησ κυτταρολογικόσ διϊγνωςησ των 
θυρεοειδών ϐζων. Βαςικϐ πλεονϋκτημα εύναι πωσ δεν απαιτεύται χειρουργικό 
επϋμβαςη ςε περιπτώςεισ ϐπου εύναι δϑςκολη η διϊγνωςη του ϐγκου με την 
μϋθοδο τησ κυτταρολογικόσ εξϋταςησ με την βιοψύα λεπτόσ βελϐνησ ενώ ςε 
περιπτώςεισ που ϋχει διαπιςτωθεύ η κακοόθησ φϑςη του ϐγκου, μπορεύ να 
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προςδιοριςτεύ εξαρχόσ η χειρουργικό ςτρατηγικό αντιμετώπιςόσ του. (Miccoli, 
2014) 
Αρκετού μοριακού προγνωςτικού δεύκτεσ του καρκύνου του θυρεοειδοϑσ και 
ιδιαύτερα γενετικού δεύκτεσ ϋχουν αναπτυχθεύ. Μερικού απϐ αυτοϑσ απαντώνται 
μϐνο ςτον χαμηλόσ διαφοροπούηςησ καρκύνο ό ςτον αναπλαςτικϐ καρκύνο του 
θυρεοειδοϑσ, ϐπωσ οι μεταλλϊξεισ ςτο γονύδιο p53 και ALK. Αυτϋσ οι μεταλλϊξεισ 
μποροϑν να χρηςιμοποιηθοϑν ωσ δεύκτεσ, ελϋγχοντασ την επιθετικϐτητα του 
θυρεοειδοϑσ καρκινώματοσ. (Xing et al., 2013) 
Η πλειοψηφύα των περιπτώςεων του καρκύνου θυρεοειδοϑσ, οφεύλεται ςτην 
απορϑθμιςη του ςηματοδοτικοϑ μονοπατιοϑ MAP κιναςών ενώ ενδεύξεισ 
υπϊρχουν και για την ςυμμετοχό του ςηματοδοτικοϑ μονοπατιοϑ (ΡΙ3Κ)/ΑΚΣ 
ςτην μοριακό παθογϋνεςη. Σο μονοπϊτι ΜΑΡΚ ςυχνϊ ενεργοποιεύται απϐ 
ςημειακϋσ μεταλλϊξεισ των γονιδύων BRAF και KRAS αλλϊ και απϐ αναδιατϊξεισ  
RET/PTC και PAX8/PPARγ. (Kimura et al, 2003; Souares et al, 2003; Adeniran et 
al., 2006).  Σο γεγονϐσ ϐτι τϋτοια γενετικϊ μονοπϊτια αποτελοϑν τουσ ‘οδηγοϑσ’ 
ςτην ανϊπτυξη του καρκύνου του θυρεοειδοϑσ ϋχει οδηγόςει ςτην πρϐταςη 
χρηςιμοπούηςόσ τουσ με ςκοπϐ την πρϐγνωςη αυτοϑ (Xing et al., 2013). 
1.3.4.2.  Μεταλλάξεισ BRAF 
΢τον καρκύνο του θυρεοειδοϑσ, οι πιο ςυχνϋσ μεταλλϊξεισ εύναι οι ςημειακϋσ 
μεταλλϊξεισ που εντοπύζονται ςτο γονύδιο BRAF. Η υψηλό ςυχνϐτητα και 
ειδικϐτητα τησ μετϊλλαξησ ςτο BRAF, αποδεικνϑει ϐτι η ςυγκεκριμϋνη 
μετϊλλαξη διαδραματύζει καθοριςτικϐ ρϐλο ςτην ϋναρξη τησ ογκογϋνεςησ ςτο 
θηλώδεσ καρκύνωμα. (Μ.Ν. Nikiforova et al, 2003)   
Σο μεγαλϑτερο ποςοςτϐ των ςημειακών μεταλλϊξεων του γονιδύου BRAF 
περιλαμβϊνουν το νουκλεοτύδιο 1799. Σο αποτϋλεςμα τησ ςυγκεκριμϋνησ 
μετϊλλαξησ εύναι η αντικατϊςταςη του αμινοξϋοσ βαλύνη προσ γλουταμικϐ ςτο 
κατϊλοιπο 600 (V600E). ΢την αποφωςφορυλιωμϋνη, ϊγριου τϑπου πρωτεϏνη 
BRAF, οι υδρϐφοβεσ αλληλεπιδρϊςεισ μεταξϑ του βρϐγχου ενεργοπούηςησ και 
τησ θϋςησ πρϐςδεςησ ATΡ, διατηρεύ την πρωτεώνη ςε μύα ανενεργό κατϊςταςη. 
Η αντικατϊςταςη V600E διαταρϊςςει αυτϋσ τισ αλληλεπιδρϊςεισ και επιτρϋπει 
τον ςχηματιςμϐ νϋων αλληλεπιδρϊςεων που διατηροϑν την πρωτεϏνη ςε ενεργό 
διαμϐρφωςη. Η ϊμεςη ςυνϋπεια τησ ιδιοςτατικόσ ενεργοπούηςησ τησ κινϊςησ 
BRAF εύναι η χρϐνια διϋγερςη του μονοπατιοϑ MAPK καθώσ και η ϋναρξη τησ 
ογκογϋνεςησ. (Wan et al., 2004) 
΢ε μικρϊ ποςοςτϊ τησ τϊξεωσ του 1% με 2% των περιςτατικών θηλώδουσ 
καρκινώματοσ, ϋχουν εντοπιςτεύ διαφορετικϋσ μεταλλϊξεισ του γονιδύου BRAF. 
Μερικϋσ απϐ αυτϋσ εύναι η ςημειακό μετϊλλαξη ςτο Κ601Ε, μικρϋσ προςθόκεσ ό 
διαγραφϋσ που περιβϊλλουν το κωδικϐνιο 600 καθώσ επύςησ η αναδιϊταξη 
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AKAP9/BRAF η οπούα εμφανύζεται πιο ςυχνϊ ςε θηλώδη καρκινώματα που 
ςυνδϋονται με ϋκθεςη ςε ακτινοβολύεσ. Σϋλοσ, η μετϊλλαξη Κ601Ε ϋχει 
αναφερθεύ ςε μεμονωμϋνεσ περιπτώςεισ θυλακιώδουσ αδενώματοσ. (Nikiforov, 
2011). 
Η μοριακό εξϋταςη για την μετϊλλαξη του BRAF γονιδύου ςε δεύγματα 
θυρεοειδοϑσ πραγματοποιεύται κυρύωσ με την βιοψύα λεπτόσ βελϐνησ (FNA) με 
αποτϋλεςμα την αϑξηςη τησ ακρύβειασ τησ κυτταρολογικόσ διϊγνωςησ των ϐζων 
θυρεοειδοϑσ. Ωςτϐςο παρϐμοια υψηλό ευαιςθηςύα παρουςιϊζουν και η τεχνικό 
τησ αλυςιδωτόσ αντύδραςησ πολυμερϊςησ ςε πραγματικϐ χρϐνο (Real Time 
Polymerase Chain Reaction – RT PCR), η απευθεύασ αλληλοϑχιςη και η 
χρωματομετρικό δοκιμαςύα. (Jin et al., 2006). 
 
1.3.4.3.  Μεταλλάξεισ RAS 
Η οικογϋνεια των ανθρώπινων γονιδύων RAS περιλαμβϊνει τα γονύδια HRAS, 
KRAS και NRAS. Μεταλλϊξεισ ςτα γονύδια RAS ϋχουν εντοπιςτεύ με ποικύλεσ 
ςυχνϐτητεσ ςε ϐλουσ τουσ τϑπουσ καρκύνου, που προϋρχονται απϐ τα καλώσ 
διαφοροποιημϋνα θηλακιώδη κϑτταρα του θυρεοειδοϑσ καρκύνου, ενώ ςτο 
θηλώδεσ καρκύνωμα αποτελοϑν την αιτύα για το 10% με 20% των περιπτώςεων. 
(Namba et al., 1990; Vasko et al, 2004) ΢χεδϐν ϐλα τα θηλώδη καρκινώματα 
ϐπου εντοπύζονται μεταλλϊξεισ των γονιδύων RAS εμφανύζουν ιςτολογικϊ 
θυλακιώδη παραλλαγό. (Adeniran et al., 2006; Zhu et al., 2003) Σϋλοσ, 
μεταλλϊξεισ των γονιδύων RAS εντοπύζονται ςτο 40-50% του ςυμβατικοϑ 
θυλακιώδουσ τϑπου (FTC) και ςτο 20-40% του ςυμβατικοϑ θυλακιώδουσ 
αδενώματοσ (FTA) (Namba et al., 1990). 
Επιπλϋον μελϋτεσ υποδεικνϑουν ϐτι οι μεταλλϊξεισ των γονιδύων RAS ςε 
καρκινώματα θυρεοειδοϑσ ςχετύζονται με την αποδιαφοροπούηςη του ϐγκου και 
την λιγϐτερο ευνοώκό πρϐγνωςη. Πολλϋσ μελϋτεσ ϋχουν δεύξει μύα ςημαντικό 
ςυςχϋτιςη ανϊμεςα ςτισ μεταλλϊξεισ των γονιδύων RAS και τη μεταςτατικό 
ςυμπεριφορϊ των θηλωδών και των θυλακιωδών καρκινωμϊτων, ιδύωσ ϐςον 
αφορϊ τισ μεταςτϊςεισ ςτα οςτϊ. Απϐ την ϊλλη πλευρϊ, οι μεταλλϊξεισ RAS 
ςυχνϊ εντοπύζονται ςε ενθυλακωμϋνουσ τϑπουσ τησ θυλακιώδουσ παραλλαγόσ 
του θηλώδουσ καρκύνου (Zhu et al. 2003; Liu et al. 2006). Επομϋνωσ, εύναι 
πιθανϐν οι μεταλλϊξεισ RAS να αποτελοϑν ϋναν ςημαντικϐ δεύκτη των καλϊ 
διαφοροποιημϋνων καρκύνων του θυρεοειδοϑσ, οι οπούοι ϋχουν την τϊςη να 
προκαλοϑν μετϊςταςη και να αποδιαφοροποιοϑνται. Παρϐλο που οι 
μεταλλϊξεισ των γονιδύων RAS δεν μποροϑν να χρηςιμοποιηθοϑν ωσ 
προγνωςτικού δεύκτεσ ςε ϐλουσ τουσ καρκύνουσ του θυρεοειδοϑσ εύναι 
ςημαντικϋσ ςτην ταυτοπούηςη τησ θυλακιώδουσ παραλλαγόσ του θηλώδουσ 
καρκινώματοσ, που εύναι δϑςκολο να ταυτοποιηθεύ μετϊ απϐ κυτταρολογικό 
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εξϋταςη FNA (Fine Needle Aspiration) (Nikiforov, 2010). Οι μεταλλϊξεισ του RAS 
αποτελοϑν τον δεϑτερο πιο ςυχνϐ τϑπο μετϊλλαξησ που ανιχνεϑεται ςε 
διαδοχικϊ δεύγματα FNA απϐ ϐζουσ του θυρεοειδοϑσ, και ϋχουν ςημαντικό 
διαγνωςτικό αξύα. (Xing, 2016) 
΢ημειακϋσ μεταλλϊξεισ του γονιδύου, παρϊγουν ογκογϐνα αλληλϐμορφα του 
γονιδύου RAS που εμφανύζουν εύτε αυξημϋνη ςυγγϋνεια για το GTP (κωδικϐνια 
12 και 13) ό την αναςτολό τησ αυτοκαταλυτικόσ λειτουργύασ τησ GTP-ϊςησ 
(κωδικϐνιο 61). Και οι δϑο μηχανιςμού, οδηγοϑν ςτην ιδιοςυςτατικό ανώμαλη 
ενεργοπούηςη των μονοπατιών ςηματοδϐτηςησ MAPK και PI3/AKT τα οπούα με 
την ςειρϊ τουσ οδηγοϑν ςτην ογκογϋνεςη θυρεοειδοϑσ. (Nikiforov,  Nikiforova, 
2011;  Bos, 1989) 
 
1.3.4.4.  Αναδιατάξεισ RET/PTC 
Σο πρωτο-ογκογονύδιο RET κωδικοποιεύ ϋναν υποδοχϋα κινϊςησ - τυροςύνησ 
ςτην κυτταρικό μεμβρϊνη. ΢τον θυρεοειδό αδϋνα, εκφρϊζεται ϋντονα ςτα 
παραθυλακιώδη κϑτταρα, αλλϊ ϐχι ςτα θυλακιώδη κϑτταρα. ΢τα τελευταύα, 
εύναι δυνατό η ϋκφραςη του ϋπειτα απϐ μύα χρωμοςωμικό αναδιϊταξη, γνωςτό 
ωσ αναδιϊταξη RET/PTC. (Fusco et al., 1987;  Grieco et al., 1990) 
Μύα αναδιϊταξη RET/PTC προκϑπτει μετϊ απϐ την ςϑντηξη του 3’ τμόματοσ του 
γονιδύου RET, το οπούο κωδικοποιεύ τον υποδοχϋα μύασ κινϊςησ τυροςύνησ, με το 
5’ τμόμα διαφϐρων μη ςυγγενικών γονιδύων. (Nikiforov, 2002) Οι δϑο πιο κοινού 
τϑποι αναδιϊταξησ, οι RET / PTC1 και RET / PTC3 , αντιπροςωπεϑουν τη 
ςυντριπτικό πλειοψηφύα του ςυνϐλου των αναδιατϊξεων που βρϋθηκαν ςτο 
θηλώδεσ καρκύνωμα. Η αναδιϊταξη RET / PTC1 ςχηματύζεται με ςϑντηξη του 
γονιδύου RET με το γονύδιο Η4 (D10S170), ενώ η αναδιϊταξη RET / PTC3 με 
ςϑντηξη με το γονύδιο NCOA4 (ELE1). (Grieco et al., 1990; Santoro et al, 1994) 
Όλεσ οι ςυντόξεισ αφόνουν ϊθικτη την περιοχό κινϊςησ τυροςύνησ του 
υποδοχϋα RET και επιτρϋπουν ςτην ογκοπρωτεώνη RET/PTC να ενεργοποιόςει 
το ςηματοδοτικϐ μονοπϊτι. (Knauf et al., 2003) 
Η αναδιϊταξη RET/PTC εντοπύζεται κατϊ μϋςο ϐρο ςε 20% περύπου των 
ενόλικων ςποραδικών θηλωδών καρκινωμϊτων ενώ τεύνουν να εμφανύζονται 
κυρύωσ ςε νεϐτερη ηλικύα με κϑρια χαρακτηριςτικϊ το υψηλϐ ποςοςτϐ 
μετϊςταςησ ςτουσ λεμφαδϋνεσ και την κλαςςικό θηλώδη ιςτολογύα. (Nikiforov 
2002; Adeniran et al., 2006) Σϋλοσ, η ανύχνευςη τησ αναδιϊταξησ RET/PTC 
μπορεύ να αϑξηςει την προεγχειρηματικό διϊγνωςη των θυρεοειδών οζιδύων 
ιδιαύτερα ςε δεύγματα αςθενών απροςδιϐριςτησ κυτταρολογύασ ό ςε 
περιπτώςεισ μη επαρκοϑσ ποςϐτητασ κυττϊρων για κυτταρολογικό αξιολϐγηςη 
(Cheung et al., 2001) 
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1.3.4.5.  Αναδιατάξεισ PAX8/PPARγ 
Η αναδιϊταξη PAX8/PPARγ προκϑπτει απϐ την μετατϐπιςη t (2;3)(q13;p25), 
που οδηγεύ ςτην ςϑντηξη του γονιδύου PAX8 που κωδικοποιεύ ϋναν μεταγραφικϐ 
παρϊγοντα, και ςτο γονύδιο PPARγ (peroxisome proliferator-activated receptor) 
το οπούο κωδικοποιεύ ϋναν πυρηνικϐ υποδοχϋα. (Kroll et al, 2000) Η αναδιϊταξη 
PAX8/PPARγ εντοπύζεται ςτο 30-40% του κλαςικοϑ τϑπου του θυλακιώδουσ 
καρκινώματοσ και ςε χαμηλϐτερη ςυχνϐτητα ςε ογκοκυτταρικϊ καρκινώματα 
(Nikiforova et al., 2003; French et al., 2003; Dwight et al., 2003) Οι ϐγκοι που 
προκϑπτουν απϐ την ςυγκεκριμϋνη αναδιϊταξη τεύνουν να εμφανύζονται ςε 
νεαρϐτερη ηλικύα, εύναι μικρϐτεροι ςε μϋγεθοσ ενώ παρουςιϊζουν και αγγειακό 
ειςβολό. Η μετατϐπιςη t οδηγεύ ςτην υπερϋκφραςη τησ πρωτεώνησ PPARγ η 
οπούα μπορεύ να ανιχνευτεύ με ανοςοώςτοχημεύα. (Kroll et al, 2000;  Nikiforova et 
al, 2002) 
Η αναδιϊταξη PAX8/PPARγ εντοπύζεται και ςτο θυλακιώδη τϑπο του θηλώδουσ 
καρκινώματοσ, με ςυχνϐτητα ςυνόθωσ με μικρό ςυχνϐτητα (περύπου 5%) 
(French et al., 2003;  Nikiforova et al., 2002), που μπορεύ να φθϊςει μϋχρι και το  
ποςοςτϐ του 38% (Castro et al., 2006). Επιπρϐςθετα, αυτό η αναδιϊταξη μπορεύ 
να εντοπιςτεύ ςε μικρϊ ποςοςτϊ τησ τϊξεωσ 2% με 13%, ςε θυλακιώδη 
αδενώματα. (Nikiforova et al., 2003;  Dwight et al., 2003; Marques et al., 2002) 
Σϋλοσ, η αναδιϊταξη PAX8/PPARγ και οι ςημειακϋσ μεταλλϊξεισ του γονιδύου 
RAS ςπϊνια εντοπύζονται ςτον ύδιο ϐγκο. Σο γεγονϐσ αυτϐ, οδηγεύ ςτο 
ςυμπϋραςμα ϐτι τα θυλακιώδη καρκινώματα μποροϑν να αναπτυχθοϑν μϋςω 
δϑο τουλϊχιςτον διακριτών μονοπατιών ςηματοδϐτηςησ, ϐπου το ϋναυςμα 
δύνεται εύτε απϐ την αναδιϊταξη PAX8/PPARγ εύτε απϐ ςημειακό μετϊλλαξη ςτο 
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΢ΚΟΠΟ΢ ΣΗ΢ ΕΡΓΑ΢ΙΑ΢ 
΢κοπϐσ τησ παροϑςασ διπλωματικόσ εργαςύασ όταν η μελϋτη τησ ςυςχϋτιςησ 
των μεταλλϊξεων ςτα γονύδια BRAF (κωδικϐνιο 600) και KRAS (κωδικϐνια 
12,13 και 61) με τουσ διαφορετικοϑσ τϑπουσ καρκύνου του θυρεοειδοϑσ αδϋνα, 
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2 ΤΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ 
 
2.1 Τλικϊ  
 
2.1.1. Δεύγματα 
΢την παροϑςα μελϋτη ςυμμετεύχαν ςυνολικϊ 19 αςθενεύσ που διαγνώςτηκαν με 
καρκύνο του θυροειδοϑσ. Σα δεύγματα προόλθαν απϐ το Παθολογοανατομικϐ 
Σμόμα του ΢τρατιωτικοϑ Νοςοκομεύου ΝΙΜΙΣ΢ ςτην Αθόνα. (Πύνακασ 1) Σα 
δεύγματα εύναι βιοψύεσ ιςτοϑ και περιλαμβϊνουν διαφορετικοϑσ τϑπουσ 
καρκύνου του θυρεοειδοϑσ. Οι τϑποι των ιςτών με καρκύνο του θυρεοειδοϑσ που 
εξετϊςτηκαν όταν οι ακϐλουθοι: 13 ιςτού με θυλώδεσ καρκύνωμα (papillary 
thyroid carcinoma, PTC), 4 ιςτού με θυλώδεσ καρκύνωμα θυλακιώδουσ προτϑπου 
ανϊπτυξησ (follicular variant of papillary thyroid carcinoma, FVPTC), 1 ιςτϐσ με 
θυλακιώδεσ καρκύνωμα (follicular thyroid carcinoma, FTC) και 1 ιςτϐσ 
πολυεςτιακοϑ μυελοειδοϑσ καρκινώματοσ (medullary thyroid carcinoma, MTC). 
Πύνακασ 1: ΢τοιχεύα δειγμϊτων που χρηςιμοποιόθηκαν ςτην παροϑςα πειραματικό διαδικαςύα. 
 
 
2.1.2. Φημικϊ Αντιδραςτόρια 
Σα χημικϊ αντιδραςτόρια που χρηςιμοποιόθηκαν ςτη διϊρκεια τησ 
εργαςτηριακόσ διαδικαςύασ όταν υψηλόσ καθαρϐτητασ και προμηθεϑτηκαν απϐ 
τισ εταιρύεσ Sigma-Aldrich, AppliChem Panreac ITW Companies, NEW 
ENGLAND Biolabs®inc,  QIAGEN, Macherey-Nagel, Kapa Biosystems. Πιο 
ςυγκεκριμϋνα :  
Σϑποσ Καρκύνου Αριθμϐσ Δειγμϊτων Γϋνοσ Μϋςοσ ϐροσ 
ηλικύασ 
Θυλώδεσ Καρκύνωμα 13 5 Άρρενεσ 
8 Θηλυκϊ 
Απϐ 25 – 81 
ετών 
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 Sigma-Aldrich 
Αιθανϐλη (καθαρϐτητασ ≥ 99.8%,  αριθμϐσ καταλϐγου 32221) 
Ξυλϋνιο (αριθμϐσ καταλϐγου 33817) 
 AppliChem Panreac ITW Companies 
Αγαρϐζη (Agaroze Low EEO –Agaroze standard, αριθμϐσ καταλϐγου 
Α2114) 
Βρωμιοϑχο αιθύδιο (10 mg/ml - αριθμϐσ καταλϐγου Α1152) 
 NEW ENGLAND Biolabs®inc 
Low Molecular DNA Ladder (αριθμϐσ καταλϐγου N3233S) 
 QIAGEN 
QIAamp® DNA FFPE Tissue Kit (αριθμϐσ καταλϐγου 56404) 
 
 Macherey-Nagel 
NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up (αριθμϐσ καταλϐγου REF 740609.250) 
 Kapa Biosystems 




2.2.1 Απομϐνωςη DNA απϐ βιοψύεσ ιςτών 
 
2.2.1.1. Αντιδραςτόρια- Διαλϑματα  
 
Για την απομϐνωςη γενωμικοϑ DNA, απϐ βιοψύα ιςτοϑ ςταθεροποιημϋνου με 
φορμαλύνη και εγκλειςμϋνου ςε παραφύνη (Formalin-Fixed Paraffin Empted, 
FFPE), χρηςιμοποιόθηκαν τα ακϐλουθα αντιδραςτόρια και διαλϑματα: 
 
 Ξυλϋνιο (Sigma-Aldrich) 
 Αιθανϐλη (Sigma-Aldrich, καθαρϐτητασ ≥ 99.8%) 
 Kit QIAamp DNA FFPE Tissue (for purification of genomic DNA from 
paraffin-embedded tissues) (εταιρεύα QIAGEN)  
  
Σο kit QIAamp DNA FFPE Tissue περιεύχε τα εξόσ αντιδραςτόρια: 
 Διϊλυμα Πρωτεώνϊςησ Κ (20 mg/ml) 
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 Ρυθμιςτικϊ διαλϑματα Buffer ATL, Buffer AL (Lysis Buffer), Wash Buffer 
AW1 (Wash Buffer 1), Wash Buffer AW2 (Wash Buffer 2), Elution Buffer 
ATE (Elution Buffer) 
 QIAamp MinElute κολώνεσ και ςωληνϊρια ςυλλογόσ χωρητικϐτητασ 2 ml 
Σα διαλϑματα AW1 και AW2 παραςκευϊςτηκαν ωσ εξόσ: 
 AW1= ΢ε 19 ml διαλϑματοσ AW1 του kit προςτϋθηκαν 25 ml αιθανϐλησ 
(καθαρϐτητασ ≥ 99.8%). 
 AW2= ΢ε 13 ml διαλϑματοσ AW1 του kit προςτϋθηκαν 30 ml αιθανϐλησ 
(καθαρϐτητασ ≥ 99.8%). 
 
2.2.1.2. Πρωτϐκολλο Απομϐνωςησ 
Η απομϐνωςη του γενωμικοϑ DNA απϐ βιοψύεσ ιςτών πραγματοποιόθηκε  
ςϑμφωνα με την ακϐλουθη διαδοχό γεγονϐτων. Αρχικϊ, αφαιρϋθηκε η περύςςεια 
παραφύνησ απϐ τουσ ιςτοϑσ του κϊθε δεύγματοσ, με την χρόςη αποςτειρωμϋνου 
νυςτεριοϑ. Έπειτα, τεμαχύςτηκε ο ιςτϐσ ςε τομϋσ πϊχουσ 5-10 μm, προκειμϋνου 
να επιτευχθεύ η αποτελεςματικϐτερη απομϐνωςη του DNA. Οι τομϋσ αυτϋσ, 
τοποθετόθηκαν ςε ςωλόνα Eppendorf του 1,5 ml, ακολοϑθηςε η προςθόκη  1 ml 
ξυλενύου και  ϋπειτα ιςχυρό ανϊδευςη, με τη χρόςη Vortex, για 10 
δευτερϐλεπτα. ΢τη ςυνϋχεια, τα δεύγματα φυγοκεντρόθηκαν (Thermo 
ELECTRON CORPORATION, HERAEUS PICO17 Centrifuge) ςε πλόρη ταχϑτητα 
(16.600 x g) για 2 λεπτϊ ςε θερμοκραςύα δωματύου, ώςτε να διαλυθεύ πλόρωσ η 
παραφύνη ςτο ξυλϋνιο και να καταςτεύ ευκολϐτερη η απομϊκρυνςη τησ απϐ τον 
ιςτϐ του δεύγματοσ. Μετϊ την ολοκλόρωςη τησ φυγοκϋντρηςησ, το υπερκεύμενο 
αφαιρϋθηκε πολϑ προςεκτικϊ με τη χρόςη πιπϋτασ, για να αποφευχθεύ η 
διατϊραξη του ιζόματοσ. Ακολοϑθωσ, προςτϋθηκε 1 ml αιθανϐλησ (καθαρϐτητασ 
≥ 99.8%) με ςκοπϐ την πλόρη απομϊκρυνςη του ξυλενύου. Εν ςυνεχεύα, 
πραγματοποιόθηκε ϋντονη ανϊδευςη με τη χρόςη vortex για 10 δευτερϐλεπτα 
και φυγοκϋντρηςη των δειγμϊτων ςε πλόρη ταχϑτητα (16600 x g) για 2 λεπτϊ 
ςε θερμοκραςύα δωματύου. Όπωσ περιεγρϊφηκε και παραπϊνω, απομακρϑνθηκε 
με πολϑ προςοχό το υπερκεύμενο  και το κϊθε δεύγμα τοποθετόθηκε ςε 
επωαςτικϐ κλύβανο 37ο C για 15-20 λεπτϊ, με ανοιχτϐ καπϊκι, μϋχρι να 
εξατμιςτεύ πλόρωσ η περύςςεια αιθανϐλησ. H επαναδιαλυτοπούηςη του ιζόματοσ 
επιτεϑχθηκε με την προςθόκη 180 μl κατϊλληλου ρυθμιςτικοϑ διαλϑματοσ ATL 
(Buffer ATL) και 20 μl πρωτεώνϊςησ Κ (20 mg/ml) και ϋπειτα τα δεύγματα 
υποβλόθηκαν ςε ιςχυρό ανϊδευςη με τη χρόςη vortex για 10 δευτερϐλεπτα. 
Ακολοϑθηςε επώαςη των δειγμϊτων, ςε ϋνα θερμικϐ περιςτρεφϐμενο 
επωαςτόρα (rotating incubator) με εςωτερικό θερμοκραςύα 56 οC για 
τουλϊχιςτον 2 ½ ώρεσ ό για περιςςϐτερο χρονικϐ διϊςτημα, μϋχρι να επϋλθει η 
πλόρησ λϑςη του κϊθε δεύγματοσ. ΢υγκεκριμϋνα, κϊποια δεύγματα χρειϊςτηκε να 
παραμεύνουν ςτο ςτϊδιο τησ επώαςησ καθ’ ϐλη τη διϊρκεια τησ νϑχτασ (24 
ώρεσ, overnight) ενώ ςε ϐλα τα δεύγματα χρειϊςτηκε επιπλϋον προςθόκη 10 ϋωσ 
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20 μl πρωτεώνϊςησ Κ, εφϐςον το περιεχϐμενο δεν εύχε λυθεύ πλόρωσ μετϊ απϐ 
μύα overnight επώαςη (24 ώρεσ) ςτουσ 56 οC. Μετϊ την πλόρη λϑςη τουσ, τα 
δεύγματα επωϊςθηκαν ςτουσ 90 οC για χρονικϐ διϊςτημα 1 ώρασ ςε μπλοκ 
θϋρμανςησ (heating block). Μύα ςϑντομη φυγοκϋντρηςη, κρύθηκε απαραύτητη, 
ώςτε να ςυλλεχθοϑν ϐλα τα ςταγονύδια  που  εύχαν παραμεύνει ςτα τοιχώματα 
του Eppendorf ςτον πϊτο του ςωλόνα και ϑςτερα προςτϋθηκαν 200 μl 
ρυθμιςτικϐ διϊλυμα AL (Buffer AL) και 200 μl αιθανϐλησ. Να ςημειωθεύ πωσ 
πριν και μετϊ απϐ την κϊθε προςθόκη, τα δεύγματα αναδεϑονταν ιςχυρϊ με τη 
χρόςη vortex. Μύα ξεχωριςτό ειδικό ςτόλη ϋκλουςησ QIAamp MinElute, η 
οπούα φυλϊςςεται ςτο ψυγεύο (4ο C), τοποθετόθηκε για το κϊθε δεύγμα ςε 
ειδικϐ ςωλόνα ςυλλογόσ των 2 ml (collection tube). Εκεύ μεταφϋρθηκε 
προςεκτικϊ ολϐκληρο το κυτταρϐλυμα ϑςτερα απϐ μύα ςϑντομη φυγοκϋντρηςη. 
Η δϋςμευςη του γενωμικοϑ DNA ςτη μεμβρϊνη τησ ςτόλησ και η ταυτϐχρονη 
απομϊκρυνςη των προςμύξεων διαμϋςου τησ μεμβρϊνησ που ςυλλϋγονταν ςτο 
ςωλόνα ςυλλογόσ, επιτεϑχθηκε με τη φυγοκϋντρηςη τησ ειδικόσ ςτόλησ , ςε 
ταχϑτητα 6,000 x g για 1 λεπτϐ. ΢τη ςυνϋχεια, η ειδικό ςτόλη ϋκλουςησ 
μεταφϋρθηκε ςε νϋο ειδικϐ ςωλόνα ςυλλογόσ των 2 ml, ϐπου προςτύθενται 500 
μl απϐ τα ρυθμιςτικϊ διαλϑματα ϋκλουςησ AW*1 και AW*2  (Buffer AW*1 και 
Buffer AW*2) και ακολοϑθωσ φυγοκϋντρηςη των παραπϊνω ςε ταχϑτητα 
6,000 x g για 1 λεπτϐ. Η παραπϊνω διαδικαςύα αποςκοποϑςε ςτον περαιτϋρω 
καθαριςμϐ του γενωμικοϑ DNA, το οπούο δεςμεϑεται ςτην μεμβρϊνη και 
μεταφϋρεται εκ νϋου ςε νϋο ςωλόνα ςυλλογόσ. Ακολοϑθηςε η φυγοκϋντρηςη 
τησ ςτόλησ ςε πλόρη ταχϑτητα (16.600 x g), για 3 λεπτϊ, ώςτε να 
απομακρυνθεύ πλόρωσ η αιθανϐλη και η μεταφορϊ τησ ςτόλησ ςε νϋο eppendorf 
των 1,5 ml. Σο τελευταύο ςτϊδιο τησ ϋκλουςησ περιελϊμβανε την προςθόκη, ςτο 
κϋντρο τησ ςτόλησ, 25 μl ρυθμιςτικοϑ διαλϑματοσ ϋκλουςησ ΑΣΕ (Buffer ATE). 
Σϋλοσ,  διεξόχθη επώαςη τησ ςτόλησ για 5 λεπτϊ ςε θερμοκραςύα δωματύου, 
ώςτε να αυξηθεύ η απϐδοςη ϋκλουςησ του DNA, και φυγοκϋντρηςη ςε πλόρη 
ταχϑτητα (16,600 x g) για 1 λεπτϐ. Η ειδικό ςτόλη απομακρϑνθηκε και το 
γενωμικϐ DNA αποθηκεϑεται και διατηρεύται ςτουσ -20ο C. Θα όταν ςημαντικϐ 
να επιςημανθεύ, πωσ η ϐλη διαδικαςύα τησ απομϐνωςησ γενωμικοϑ DNA, 
πραγματοποιόθηκε ςε αποςτειρωμϋνο χώρο και με την χρόςη ειδικών 
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2.2.2 ΗΛΕΚΣΡΟΥΟΡΗ΢Η ΢Ε ΠΗΚΣΨΜΑ ΑΓΑΡΟΖΗ΢ 
 
2.2.2.1. Αντιδραςτόρια - Διαλϑματα 
 
Για την ηλεκτροφϐρηςη των νουκλεώνικών οξϋων ςε πόκτωμα αγαρϐζησ 
χρηςιμοποιόθηκαν τα ακϐλουθα αντιδραςτόρια:   
 TAE 50X (stock): Tris-base (242 gr), οξικϐ οξϑ (57.1 ml), EDTA (18.6 gr), 
ddH2O μϋχρι 1 L. pH: 8. 
 Βρωμιοϑχο αιθύδιο (EtBr): Τδατικϐ διϊλυμα βρωμιοϑχου αιθιδύου 10 
mg/ml, αριθμϐσ καταλϐγου Α1152. 
 Φρωςτικό φϐρτωςησ διαλϑματοσ (Loading Buffer, 6X): 0.25% Μπλε 
τησ βρωμοφαινϐλησ (Bromofenol blue) (25 mg), 30% w/v Γλυκερϐλη (3 
ml), ddH2O (7 ml). ΢υνολικϐσ ϐγκοσ: 10 ml.  
 Αγαρϐζη: (Agaroze Low EEO - Agaroze standard, 500 gr, αριθμϐσ 
καταλϐγου Α2114). 
Μϊρτυρασ Low Molecular DNA Ladder (500 μg/ml, αριθμϐσ καταλϐγου 
N3233S). 
 
2.2.2.2. ΗΛΕΚΣΡΟΥΟΡΗ΢Η ΢Ε ΠΗΚΣΨΜΑ ΑΓΑΡΟΖΗ΢ 
ΑΡΦΗ ΣΗ΢ ΜΕΘΟΔΟΤ 
Η ηλεκτροφϐρηςη ςε πόκτωμα αγαρϐζησ εύναι μύα πρϐτυπη μϋθοδοσ για τον 
διαχωριςμϐ μορύων DNA διαφορετικοϑ μόκουσ. Έχει πολλϋσ εφαρμογϋσ ςτην 
ανϊλυςη μεγϋθουσ κλαςμϊτων DNA, ενώ, μπορεύ να χρηςιμοποιηθεύ και για τον 
διαχωριςμϐ μορύων RNA.  
Ηλεκτροφϐρηςη εύναι η κύνηςη φορτιςμϋνων μορύων ςε ϋνα ηλεκτρικϐ πεδύο: τα 
αρνητικϊ φορτιςμϋνα μϐρια κινοϑνται προσ το θετικϐ ηλεκτρϐδιο, ενώ, τα 
θετικϊ φορτιςμϋνα μϐρια προσ το αρνητικϐ ηλεκτρϐδιο. Η τεχνικό αυτό, ϐταν 
διεξϊγεται ςε υδϊτινα διαλϑματα, κϑριοι παρϊγοντεσ που επηρεϊζουν την 
ταχϑτητα μετανϊςτευςησ εύναι το ςχόμα του μορύου και το ηλεκτρικϐ του 
φορτύο. Αντύθετα, ϐταν πραγματοποιεύται ςε πόκτωμα αγαρϐζησ, καθοριςτικϐσ 
παρϊγοντασ εύναι το μόκοσ των μορύων. Αυτϐ ςυμβαύνει, διϐτι η πόκτωμα εύναι 
ϋνα δύκτυο απϐ πϐρουσ διαμϋςου των οπούων πρϋπει να διϋλθουν τα μϐρια DNA 
προκειμϋνου να προςεγγύςουν το θετικϐ ηλεκτρϐδιο. Σα βραχϑτερα μϐρια 
εμποδύζονται λιγϐτερο κατϊ την δύοδο τουσ ςυγκριτικϊ με τα μακρϑτερα μϐρια 
και ϋτςι μετακινοϑνται με μεγαλϑτερη ταχϑτητα μϋςα ςτην πόκτωμα Επομϋνωσ, 
μϐρια διαφορετικοϑ μόκουσ ςχηματύζουν ζώνεσ ςτην πόκτωμα (Brown, 2010). 
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Η αγαρϐζη εξϊγεται με τη μορφό ϊγαρ, ϋνα προώϐν που λαμβϊνεται απϐ 
οριςμϋνα θαλϊςςια φϑκη και διατύθενται με μορφό ςκϐνησ. Σο κϑριο ςυςτατικϐ 
του εύναι ϋνασ πολυςακχαρύτησ που παρϊγεται απϐ διϊφορα εύδη του εύδουσ 
Rhodophycae (Geldium amansii, G. Cartilagineum), αποτελεύται απϐ 
επαναλαμβανϐμενεσ υπομονϊδεσ D-γαλακτοπυρανϐζησ και μπορεύ να προςτεθεύ 
ςε οποιοδόποτε θρεπτικϐ μϋςο, ςε ςυγκϋντρωςη 1 - 2%. 
Σα τμόματα του DNA καθύςτανται ορατϊ με την προςθόκη μύασ χρωςτικόσ, του 
βρωμιοϑχου αιθιδύου (EtBr), ςτο πόκτωμα αγαρϐζησ και την ϋκθεςη του ςε 
υπεριώδη ακτινοβολύα (UV). Σο βρωμιοϑχο αιθύδιο ϋχει την ικανϐτητα να 
παρεμβϊλλεται ανϊμεςα ςτισ αϑλακεσ του DNA και να φθορύζει κατϊ την ϋκθεςη 
ςε UV. Η ποςοτικοποιόςη βαςύζεται ςτην εκτύμηςη του φθοριςμοϑ που 
εκπϋμπεται απϐ τα μϐρια του βρωμιοϑχου αιθιδύου κϊτω απϐ την υπεριώδη 
ακτινοβολύα. Σα τμόματα του DNA εμφανύζονται ςαν μύα ςειρϊ απϐ φωτεινϋσ 
ζώνεσ, καθεμύα απϐ τισ οπούεσ αντιςτοιχεύ ςε τμόμα ςυγκεκριμϋνου μεγϋθουσ. Σα 
μεγϋθη αυτϊ μποροϑν να προςδιοριςτοϑν μετϊ απϐ ςϑγκριςη με μϐρια DNA 
γνωςτοϑ μεγϋθουσ (Μϊρτυρασ Μοριακών Μεγεθών, DNA Ladder).  
Με την διαδικαςύα τησ ηλεκτροφϐρηςησ επιτυχγϊνεται τϐςο ο ϋλεγχοσ τησ 
απϐδοςησ τησ PCR, ϐςο και η πιθανϐτητα επιμϐλυνςησ (προςμύξεισ των 
δειγμϊτων με ξϋνο DNA), μϋςω των τυφλών δειγμϊτων (αρνητικού μϊρτυρεσ). Η 
απουςύα φωτεινόσ ζώνησ απϐ τουσ αρνητικοϑσ μϊρτυρεσ υποδεικνϑει την 
απουςύα επιμϐλυνςησ και πιςτοποιεύ ϐτι προηγόθηκε ϋνα επιτυχημϋνο πεύραμα.  
 
ΠΕΙΡΑΜΑΣΙΚΗ ΔΙΑΔΙΚΑ΢ΙΑ 
΢ε ϐλεσ τισ ηλεκτροφορόςεισ που πραγματοποιόθηκαν κατϊ την διϊρκεια τησ 
παροϑςασ πειραματικόσ διαδικαςύασ, χρηςιμοποιόθηκε πόκτωμα αγαρϐζησ με  
ποςοςτιαύα περιεκτικϐτητα 2% ςε αγαρϐζη. Για την δημιουργύα αυτών των 
πηκτωμϊτων, η διαδικαςύα όταν η εξόσ: Αρχικϊ, ζυγύςτηκαν 1,2 gr ςκϐνη 
αγαρϐζησ με την βοόθεια ζυγοϑ ακριβεύασ και μεταφϋρθηκαν ςε κωνικό φιϊλη 
των 100 ml, ϐπου προςτϋθηκε και 60 ml ρυθμιςτικοϑ διαλϑματοσ ΣΑΕ 
(Tris/Acetate/EDTA) 1Φ. Με κυκλικϋσ κινόςεισ τησ κωνικόσ φιϊλησ 
επιτεϑχθηκε μερικό διαλυτοπούηςη τησ αγαρϐζησ και, ϋπειτα, τοποθετόθηκε ςε 
φοϑρνο μικροκυμϊτων ςτουσ 40ο C για 2 λεπτϊ. ΢τη ςυνϋχεια, ακολοϑθηςε όπια 
ανϊδευςη αυτόσ  κϊτω απϐ τρεχοϑμενο, δροςερϐ νερϐ ϋωσ ϐτου κρυώςει λύγο το 
μεύγμα και προςτϋθηκε 1.8 μl διαλϑματοσ βρωμιοϑχου αιθιδύου 10 mg/ml 
(ώςτε η τελικό ςυγκϋντρωςη του EtBr να εύναι 0,5 μg/ml). Η καλό ανϊδευςη 
ςυνεχύςτηκε μϋχρι ωσ ϐτου να διαλυθεύ η υπολειπϐμενη ποςϐτητα του 
βρωμιοϑχου αιθιδύου και το μεύγμα μεταφϋρθηκε ςε ειδικϐ καλοϑπι. Σο 
ςυγκεκριμϋνο καλοϑπι περιελϊβανε ειδικϊ χτενϊκια, ώςτε να δημιουργοϑνται οι 
εςοχϋσ ό αλλιώσ τα «πηγαδϊκια» ϐπου φορτώνονται ο μϊρτυρασ και τα 
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δεύγματα. Μετϊ την πόξη του πηκτώματοσ, αφαιρϋθηκαν τα χτενϊκια και το 
πόκτωμα τοποθετόθηκε ςτην ειδικό ςυςκευό οριζϐντιασ ηλεκτροφϐρηςησ, η 
οπούα όταν γεμϊτη με ΣΑΕ 1Φ (παρϋχει τα απαραύτητα ιϐντα για να 
πραγματοποιεύται η μεταφορϊ ρεϑματοσ και να διατηρεύ το pH ςε μια ςχετικϊ 
ςταθερό τιμό).  
Πριν την τοποθϋτηςη των υπϐ ανϊλυςη δειγμϊτων  ςτα ειδικϊ «πηγαδϊκια» του 
πηκτώματοσ αγαρϐζησ, απαιτεύται η ανϊμειξό τουσ με ϋνα διϊλυμα φϐρτωςησ 
– χρωςτικό ό Loading Buffer. Σο διϊλυμα φϐρτωςησ περιϋχει μπλε τησ 
βρωμοφαινϐλησ και γλυκερϐλη. Σο μπλε τησ βρωμοφαινϐλησ εύναι μύα χρωςτικό 
ιχνηλαςιμϐτητασ χαμηλοϑ μοριακοϑ βϊρουσ με αρνητικϐ φορτύο, η οπούα εύναι 
ορατό με φυςικϐ φωσ, καθιςτώντασ τα δεύγματα ορατϊ, γεγονϐσ που 
διευκολϑνει τη τοποθϋτηςό τουσ (φϐρτωςό τουσ) ςτο πόκτωμα ενώ παρϊλληλα 
επιτρϋπει τον ϋλεγχο τησ προϐδου τησ ηλεκτροφϐρηςησ. Η γλυκερϐλη με τη 
ςειρϊ τησ, αυξϊνει τη πυκνϐτητα του δεύγματοσ ώςτε να διευκολυνθεύ η 
ειςαγωγό του ςτο ‘’πηγαδϊκι’’ και να μη διαχυθεύ ςτο διϊλυμα ηλεκτροφϐρηςησ 
(Watson et al., 2007). Σϋλοσ, μαζύ με τα δεύγματα εύναι απαραύτητη και η 
φϐρτωςη ενϐσ δεύκτη γνωςτοϑ μοριακοϑ βϊρουσ (Low Molecular DNA 
Ladder). Σα μεγϋθη των ζωνών που περιϋχει εύναι γνωςτϊ και ςϑμφωνα με 
αυτϊ και ανϊλογα με τη θϋςη κϊθε ζώνησ υπολογύζεται το μοριακϐ βϊροσ των 
τμημϊτων DNA (Lee et al., 2012). 
 
 
2.2.3. Η Αλυςιδωτό αντύδραςη πολυμερϊςησ  
Η παραγωγό μεγϊλου αριθμοϑ πανομοιϐτυπων αντιγρϊφων DNA, μϋςω 
κλωνοπούηςησ, κατϋςτη δυνατό κατϊ την δεκαετύα του 1970. Ωςτϐςο, η 
διαδικαςύα αυτό εύναι χρονοβϐρα. ΢τα μϋςα τησ δεκαετύασ του 1980, 
αναπτϑχθηκε απϐ τον Kary Mullis η αλυςιδωτό αντύδραςη πολυμερϊςησ (PCR, 
Polymerase Chain Reaction), η οπούα ϋφερε μύα νϋα επανϊςταςη ςτον τομϋα 
τησ γονιδιακόσ ανϊλυςησ.  
Η PCR εύναι πλϋον απϐ τα ςημαντικϐτερα εργαλεύα τη ςϑγχρονησ μοριακόσ 
βιολογύασ. Μϋςω μια διαδικαςύασ που ονομϊζεται πολλαπλαςιαςμόσ 
(amplification), η PCR επιτρϋπει την παραγωγό in vitro, απϐ κϊποιο μεύγμα DNA, 
ενϐσ εξαιρετικϊ μεγϊλου αριθμοϑ αντιγρϊφων μιασ ςυγκεκριμϋνησ αλληλουχύασ 
DNA, Η αλληλουχύα αυτό βρύςκεται μεταξϑ δϑο ολιγονουκλεοτιδικών εκκινητών 
μόκουσ περύπου 20 νουκλεοτιδύων και ςυντύθενται ςε κατϊλληλα μηχανόματα. 
Οι εκκινητϋσ αυτού εύναι ςχεδιαςμϋνοι ϋτςι ώςτε ο ϋνασ να εύναι 
ςυμπληρωματικϐσ με την μύα ϊκρη τησ αλληλουχύασ-ςτϐχου ςτη μύα αλυςύδα 
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του DNA και ο ϊλλοσ με την ϊλλη ϊκρη τησ αλληλουχύασ-ςτϐχου ςτη 
ςυμπληρωματικό αλυςύδα του DNA. 
΢ημαντικϐ ρϐλο ςτην διαδικαςύα τησ PCR ϋχει μύα ειδικό DNA πολυμερϊςη, η 
Taq DNA πολυμερϊςη, που ϋχει απομονωθεύ απϐ το βακτόριο Thermus 
aquaticus (Taq), το οπούο ϋχει ωσ φυςικϐ περιβϊλλον τισ θερμϋσ πηγϋσ. Η Taq 
πολυμερϊςη ϋχει τη βαςικό ιδιϐτητα να παραμϋνει δραςτικό ςε υψηλϋσ 
θερμοκραςύεσ. Η βϋλτιςτη θερμοκραςύα δρϊςησ τησ εύναι 72ΟC και καθώσ 
καταςτρϋφεται με θϋρμανςη επιτρϋπει την χρόςη υψηλών θερμοκραςιών ςτα 
ςτϊδια του υβριδιςμοϑ και τησ επιμόκυνςησ. 
 
Σα ςτϊδια τησ PCR  
Η διαδικαςύα τησ PCR πραγματοποιεύται ςε 3 κϑρια ςτϊδια τα οπούα 
επαναλαμβϊνονται διαδοχικϊ για 25 με 35 περύπου φορϋσ (κϑκλοι). Σα ςτϊδια 
αυτϊ ςυνοψύζονται ωσ εξόσ (Εικϐνα 11): 
1. ΢τϊδιο αποδιϊταξησ του DNA- ςτϐχου με θϋρμανςη ςτουσ 94-95ο C. 
2. Τβριδοπούηςη των εκκινητών ςτα μονϐκλωνα μϐρια DNA ςε 
θερμοκραςύεσ, που εξαρτώνται απϐ το μόκοσ τησ αλληλουχύασ και των 
εκκινητών. 
3. Επιμόκυνςη εκκινητών απϐ μύα θερμοανθεκτικό DNA πολυμερϊςη, ϐπωσ 
η DNA πολυμερϊςη Taq, ςτουσ 72ο C. Η πολυμερϊςη επιμηκϑνει και τουσ 
δϑο εκκινητϋσ προσ το μϋροσ του ςτϐχου, διϐτι η κατεϑθυνςη τησ 
ςϑνθεςησ του DNA ακολουθεύ την πορεύα απϐ το 5’ προσ το 3’ ϊκρο. Η 
ςϑνθεςη του DNA πραγματοποιεύται και ςτισ δϑο αλυςύδεσ αλλϊ 
προεκτεύνεται και πϋρα απϐ την αλληλουχύα-ςτϐχο.
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Εικϐνα 11: Διαδικαςύα τησ Αλυςιδωτόσ Αντύδραςησ τησ Πολυμερϊςησ (PCR)     
(https://history.nih.gov/nihinownwords/docs/page_39g.html) 
 
Σα παραπϊνω βόματα αναλϑονται ακολοϑθωσ: 
1. ΢τϊδιο μετουςύωςησ δύκλωνου DNA-προτϑπου. Σο μεύγμα θερμαύνεται ςτουσ 
94-96Ο C για 20 δευτερϐλεπτα, ώςτε να ςπϊςουν οι δεςμού υδρογϐνου που 
ςυνδϋουν τισ δϑο πολυνουκλεοτιδικϋσ αλυςύδεσ του δύκλωνου DNA. Έτςι, 
προκϑπτουν δϑο μονϐκλωνεσ αλυςύδεσ που θα χρηςιμεϑςουν ωσ μότρα για 
την ςϑνθεςη δϑο νϋων ςυμπληρωματικών αλυςύδων. ΢ε αυτϐ το ςτϊδιο 
ενεργοποιειται η Taq DNA πολυμερϊςη. 
2. ΢τϊδιο μετουςύωςησ εκκινητών ςτην μότρα. Η θερμοκραςύα του μεύγματοσ 
μειώνεται ςτουσ 55ο C για 30 δευτερϐλεπτα. Με αυτϐ τον τρϐπο, 
επιτυγχϊνεται η ϋνωςη των εκκινητών με τισ ςυμπληρωματικϋσ προσ αυτϋσ 
μονϐκλωνεσ DNA αλυςύδεσ-μότρα, που προϋκυψαν απϐ το πρώτο ςτϊδιο. Οι 
εκκινητϋσ εντοπύζουν το προσ αντιγραφό τμόμα του DNA ςτϐχου και 
προςανατολύζονται με τϋτοιο τρϐπο ώςτε το 5’ ϊκρο του καθενϐσ να 
ενώνεται με το 3’ ϊκρο τησ ςυμπληρωματικόσ αλυςύδασ μότρασ. Η 
θερμοκραςύα ςε αυτϐ το ςτϊδιο κυμαύνεται μεταξϑ 40ο και 60ο C. Η ϊριςτη 
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θερμοκραςύα εξαρτϊται απϐ το μόκοσ των εκκινητών, την ςυγκϋντρωςό 
τουσ ςτο μεύγμα και απϐ την Σm (η θερμοκραςύα αποδιϊταξησ των 
εκκινητών) και επιλϋγεται να εύναι 5ο C ϋωσ 10ο C μικρϐτερη τησ Σm. 
3. ΢τϊδιο ςϑνθεςησ αντιγρϊφων DNA. Η θερμοκραςύα αυξϊνεται ςτουσ 72ο C 
για 1 λεπτϐ ϐπου εύναι η βϋλτιςτη θερμοκραςύα για την Taq πολυμερϊςη. ΢ε 
αυτϐ το ςτϊδιο, η Taq πολυμερϊςη, παρουςύα ειδικοϑ ρυθμιςτικοϑ 
διαλϑματοσ και ιϐντων Mg+, χρηςιμοποιεύ ωσ μότρα τισ μονϐκλωνεσ 
αλυςύδεσ, επιμηκϑνοντασ τουσ εκκινητϋσ προςθϋτοντασ 35-100 
δεοξυριβοζονουκλεοτύδια (dNTPs), ανϊ δευτερϐλεπτο,   με προςανατολιςμϐ 
5΄ 3΄, τα οπούα εύναι ςυμπληρωματικϊ ςτο υπϐςτρωμα. Αφοϑ οι εκκινητϋσ 
επεκταθοϑν μερικϋσ βϊςεισ, τϐτε κατϋχουν μια ιςχυρϐτερη ιονικό ϋλξη προσ 
την ακολουθύα-ςτϐχο, με αποτϋλεςμα να μειώνεται η πιθανϐτητα 
αποδϋςμευςησ των εκκινητών απϐ την ακολουθύα-ςτϐχο. Μετϊ απϐ κϊθε 
κϑκλο, οι πρϐςφατα ςυντιθϋμενοι κλώνοι του DNA μπορεύ να χρηςιμεϑςουν 
ωσ εκμαγεύο ςτον επϐμενο κϑκλο. Σο κϑριο προώϐν αυτόσ τησ εκθετικόσ 
αντύδραςησ εύναι ϋνα τμόμα του δύκλωνου DNA, του οπούου τα ϊκρα 
ορύζονται απϐ τουσ εκκινητϋσ και το μόκοσ του απϐ την απϐςταςη μεταξϑ 
των εκκινητών. 
 
Οι εναλλαγϋσ τησ θερμοκραςύασ επιτυγχϊνονται με τη χρόςη ειδικών 
αυτοματοποιημϋνων ςυςκευών, των θερμικών ανακυκλωτών ό 
θερμοκυκλοποιητών και εύναι ταχϑτατεσ, ώςτε αυξομειώςεισ τησ τϊξεωσ των 




Με την διαδικαςύα τησ PCR, ενιςχϑθηκαν η περιοχό που περιϋχει το κατϊλοιπο 
600 του γονιδύου BRAF και οι περιοχϋσ που περιϋχουν τα κωδικϐνια 12, 13 και 
61 του γονιδύου KRAS. Οι αλληλουχύεσ των εκκινητών που χρηςιμοποιόθηκαν 
για την ενύςχυςη των παραπϊνω περιοχών, καθώσ και το μϋγεθοσ των 
ενιςχυμϋνων προώϐντων και οι υπϐ μελϋτη ςημειακϋσ μεταλλϊξεισ 
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Πύνακασ 2: Αλληλουχύεσ εκκινητών, μϋγεθοσ ενιςχυμϋνων προώϐντων και οι υπϐ μελϋτη 
ςημειακϋσ μεταλλϊξεισ για τα γονύδια BRAF και KRAS 












Γλυκύνη - Γλυκύνη 





For: (forward primer, Πρϐςθιοσ εκκινητόσ), Rev: (reverse primer, ανϊςτροφοσ εκκινητόσ). 
 
Οι θερμοκραςιακϋσ εναλλαγϋσ διεξόχθηςαν ςτην ειδικό ςυςκευό Thermo cycling 
(SENSQUEST lab cycler) και οι ςυνθόκεσ που χρηςιμοποιόθηκαν για την 
ενύςχυςη του κϊθε γονύδιου δύνονται ςτον  Πύνακα 3: 
Πύνακασ 3: ΢υνθόκεσ για την αντύδραςη PCR για τουσ εκκινητϋσ BRAF, KRAS 12/13, KRAS 61. 
 
΢ε ϐλεσ τισ περιπτώςεισ χρηςιμοποιόθηκαν 40 κϑκλοι αποδιϊταξησ, 
υβριδοπούηςησ και επϋκταςησ.  
 
΢την παροϑςα εργαςτηριακό μελϋτη, ϐλα τα αντιδραςτόρια προμηθεϑτηκαν 
απϐ την εταιρεύα Kapa Biosystems (KAPA Taq PCR kit). Η αντύδραςη 
πολυμεριςμοϑ πραγματοποιοϑνταν ςε τελικϐ ϐγκο 20-50 μl ςε ειδικϐ ςωληνϊριο 
eppendorf τελικοϑ ϐγκου 0,2 ml. ΢υνεπώσ, οι τελικϋσ ποςϐτητεσ του κϊθε 
αντιδραςτηρύου που χρηςιμοποιόθηκαν ςε καθεμύα αντύδραςη PCR, 
προςαρμϐζονταν κϊθε φορϊ αναλϐγωσ και παρουςιϊζονται ςτον Πύνακα 4. 
 
΢τϊδιο 















95ο C 5 min 95 5 min 95ο C 5 min 
Αποδιϊταξη 95ο C 30 sec 95ο C 30 sec 95ο C 30 sec 
Τβριδοπούης
η 
53ο C 30 sec 51ο C 30 sec 51ο C 30 sec 
Επϋκταςη 72ο C 5 min 72ο C 30 sec 72ο C 30 sec 
Σελικό 
Επϋκταςη 
72ο C 5 min 72ο C 10 min 72ο C 10 min 
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Πύνακασ 4: Ποςϐτητεσ αντιδραςτηρύων που χρηςιμοποιόθηκαν ςτισ αντιδρϊςεισ PCR. 
Αντιδραςτήρια Σελική ΢υγκζντρωςη Όγκοσ (μl) 
10X PCR Buffer (+ 15 mM Mg2+) 1Χ Buffer + 1,5 mM (Mg2+) 5 
Μείγμα dNTPs (10 mM το καθζνα) 0,2 mM (το κακζνα) 1 
10 pmol/μl Εκκινητήσ Forward 0,5 pmol/μl 2,5 
10 pmol/μl Εκκινητήσ Reverse 0,5 pmol/μl 2,5 
Kapa Taq Πολυμεράςη (5 U/μl) 0,02 U/μl 0,2 
Template DNA - 4 





Εύναι ςημαντικϐ να τονιςτεύ, ϐτι ςε κϊθε αντύδραςη PCR χρηςιμοποιόθηκε και 
ϋνα αρνητικϐ δεύγμα ελϋγχου, το οπούο περιϋχει ϐλα τα ςυςτατικϊ μιασ 
αντύδραςησ PCR, με την μϐνη διαφορϊ ϐτι το γενωμικϐ DNΑ αντικαταςτϊθηκε 
με νερϐ.  Σο αρνητικϐ δεύγμα ελϋγχου δεν αναμϋνεται να δώςει κϊποια ζώνη, 
αφοϑ δεν περιϋχει γενωμικϐ DNA για να ενιςχυθεύ. ΢ε αντύθεςη περύπτωςη, η 
εμφϊνιςη προώοντοσ αποτελεύ ςημϊδι ϑπαρξησ επιμϐλυνςησ και απαιτεύται 
επανϊληψη τησ αντύδραςησ.  
 
Ενύςχυςη του γονιδύου BRAF 
Πρϐςθιοσ Εκκινητόσ (Forward) CATAATGCTTGCTCTGATAGGAA  
Ανϊςτροφοσ Εκκινητόσ (Reverse)  AGTAACTCAGCAGCATCTCAG 
΢τη ςυνϋχεια δύνεται η νουκλεοτιδικό αλληλουχύα του γονιδύου BRAF, ϐπου 
ςημειώνονται οι περιοχϋσ των εκκινητών που χρηςιμοποιόθηκαν (με κϐκκινο 
χρώμα) και με μπλε χρώμα η περιοχό του κωδικονύου 600. Σο μϋγεθοσ του 






Ενύςχυςη του γονιδύου KRAS 12/13  
Πρϐςθιοσ Εκκινητόσ (Forward)  AACCTTATGTGTGACATGTTC 
Ανϊςτροφοσ Εκκινητόσ (Reverse)  TCCTGCACCAGTAATATGC 
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Πιο ςυγκεκριμϋνα, η νουκλεοτιδικό αλληλουχύα, οι εκκινητϋσ που 
χρηςιμοποιόθηκαν (με πρϊςινο χρώμα) και με κϐκκινο το ζητοϑμενο  κωδικϐνιο 
για το γονύδιο KRAS 12/13, παραθϋτονται παρακϊτω. Σο μϋγεθοσ του προώϐντοσ 






Ενύςχυςη του γονιδύου KRAS 61 
Πρϐςθιοσ εκκινητόσ (Forward)  AATCCAGACTGTGTTTCTCC 
Ανϊςτροφοσ Εκκινητόσ (Reverse)  TTAAACCCACCTATAATGGTG 
ΜΕΓΕΘΟ΢ ΠΡΟΪΟΝΣΟ΢: 217 bps 
 
Πιο ςυγκεκριμϋνα, η νουκλεοτιδικό αλληλουχύα, οι εκκινητϋσ και το ζητοϑμενο  
κωδικϐνιο για το γονύδιο KRAS 61, παραθϋτονται παρακϊτω ενώ το μϋγεθοσ του 







Ακολοϑθωσ, τα προώϐντα των αντιδρϊςεων τησ PCR ηλεκτροφορόθηκαν ςε 
πόκτωμα αγαρϐζησ ςϑςταςησ 2%.. ΢τϐχοσ αυτόσ τησ διεργαςύασ, όταν να 
διαπιςτωθεύ αν τα προώϐντα τησ PCR εύχαν το ςωςτϐ μϋγεθοσ, ςϑμφωνα με τα 
παραπϊνω ςτοιχεύα. Για την ηλεκτροφϐρηςη, αναμεύχθηκαν 5 μl απϐ το προώϐν 
τησ αντύδραςησ PCR με 1 μl χρωςτικόσ-διαλϑματοσ φϐρτωςησ (6X) και 
φορτώθηκαν ςτα πηγαδϊκια. ΢το πόκτωμα φορτώθηκε και μϊρτυρασ μοριακοϑ 
βϊρουσ (Low MW DNA Ladder). Μετϊ το πϋρασ τησ ηλεκτροφϐρηςησ, το 
πόκτωμα τοποθετόθηκε κϊτω απϐ ειδικό λϊμπα UV, ώςτε να εμφανιςτεύ το 
αντύςτοιχο αποτϋλεςμα.  
 
 
2.2.4. ΚΑΘΑΡΙ΢ΜΟ΢ ΠΡΟΪΟΝΣΨΝ ΣΗ΢ PCR  
  
ΠΡΨΣΟΚΟΛΛΟ 
Ο καθαριςμϐσ των προώϐντων τησ PCR ϋχει ςαν ςτϐχο την απομϊκρυνςη των 
υπολλειμϊτων δεοξυνουκλεοτιδύων, διμερό εκκινητών, μη ειδικών προώϐντων 
PCR και ρυθμιςτικοϑ διαλϑματοσ που ϋχουν παραμεύνει απϐ τισ ενζυμικϋσ 
αντιδρϊςεισ. Ο καθαριςμϐσ του ενιςχυμϋνου προώϐντοσ τησ PCR ϋγινε ςϑμφωνα 
με τισ οδηγύεσ του καταςκευαςτό, ϐπωσ αυτϋσ αναφϋρονται ςτο πρωτϐκολλο 
του NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up kit (for DNA, RNA and protein 
purification) τησ εταιρύασ MACHEREY – NAGEL. 
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Αρχικϊ, ςε ϐλα τα δεύγματα προςτϋθηκε απεςταγμϋνο νερϐ μϋχρι να φτϊςει ο 
ϐγκοσ του κϊθε δεύγματοσ ςτα 50 μl. ΢τη ςυνϋχεια, αφοϑ μεταφϋρθηκαν τα 
δεύγματα ςε καθαρϊ tubes, προςτϋθηκε η διπλϊςια ποςϐτητα (100μl) απϐ αυτό 
του δεύγματοσ, ρυθμιςτικοϑ διαλϑματοσ ΝΣΙ (Buffer NTI). ΢ϑμφωνα με τισ 
οδηγύεσ του πρωτοκϐλλου, η ανϊμειξη αναφϋρεται ςε  2 ϐγκουσ ρυθμιςτικοϑ 
διαλϑματοσ ΝΣΙ για κϊθε 1 ϐγκο του δεύγματοσ. Ακολοϑθηςε ιςχυρό ανϊδευςη 
με την χρόςη vortex και μεταφορϊ του διαλϑματοσ ςε ειδικό ςτόλη ϋκλουςησ 
που εύχε τοποθετηθεύ ςτον κϊθε ςωλόνα διαλογόσ των 2 ml (collection tube). Η 
προςεκτικό τοποθϋτηςη του διαλϑματοσ ςτο κϋντρο τησ ειδικόσ ςτόλησ, εύχε 
ςαν αποτϋλεςμα την δϋςμευςη του DNA ςτη μεμβρϊνη τησ και ϋπειτα απϐ 
φυγοκϋντρηςη με ταχϑτητα 11,000 x g για 30 δευτερϐλεπτα, αφαιρϋθηκε το 
απορρϋον υγρϐ και η ςτόλη επανατοποθετόθηκε ςτον ύδιο, αλλϊ καθαριςμϋνο 
ςωλόνα ςυλλογόσ. Έπειτα, προςτϋθηκαν ςτη ςτόλη 700 μl ρυθμιςτικοϑ 
διαλϑματοσ ΝΣ3 (Βuffer NT3) και ακολοϑθηςε φυγοκϋντρηςη ςε ταχϑτητα 
11,000 x g για 30 δευτερϐλεπτα. ΢το ςημεύο αυτϐ, αφαιρϋθηκε και πϊλι το 
απορρϋον υγρϐ ενώ η διαδικαςύα ϋκλουςησ τησ μεμβρϊνησ επαναλόφθηκε 
ομούωσ. Μετϊ απϐ φυγοκϋντρηςη ςε ταχϑτητα 11,000 x g για 1 λεπτϐ, 
αφαιρϋθηκε πλόρωσ η αιθανϐλη του ρυθμιςτικοϑ διαλϑματοσ ΝΣ3, η οπούα 
μπορεύ να παρεμποδύςει τισ ενζυμικϋσ αντιδρϊςεισ. Η ςτόλη ϋκλουςησ 
τοποθετόθηκε ςε νϋο eppendorf των 1,5 ml, και προςτϋθηκε ςε αυτό κατϊλληλη 
ποςϐτητα ρυθμιςτικοϑ διαλϑματοσ ΝΕ (Buffer NE). Η ποςϐτητα που 
προςτύθεντο κϊθε φορϊ απϐ το ρυθμιςτικϐ αυτϐ διϊλυμα, καθοριζϐταν απϐ τα 
αποτελϋςματα τησ ηλεκτροφϐρηςησ που εύχαν προηγηθεύ. ΢υγκεκριμϋνα, 
ανϊλογα με την ϋνταςη τησ ζώνησ κϊθε προώϐντοσ τησ PCR οι ϐγκοι ϋκλουςησ 
κυμαύνονταν μεταξϑ 15 και 30 μl. Αμϋςωσ μετϊ, πραγματοποιόθηκε επώαςη για 
1 λεπτϐ ςε θερμοκραςύα δωματύου (18ο-25ο C) και φυγοκϋντρηςη ςε ταχϑτητα  
11,000 x g για 1 λεπτϐ. Σο υγρϐ που παρϋμεινε ςτον πϊτο του eppendorf εύναι 
το καθαρϐ πλϋον προώϐν τησ PCR και τα δεύγματα ηλεκτροφορόθηκαν ςε 
πόκτωμα αγαρϐζησ περιεκτικϐτητασ 2%. Σϋλοσ, ςτα δεύγματα διατηρόθηκαν 
ςτον καταψϑκτη (-20ο C) μϋχρι την αλληλοϑχιςη τουσ. 
 
 
2.2.5. ΑΛΛΗΛΟΤΦΙ΢Η ΠΡΟΙΟΝΣΨΝ ΣΗ΢ PCR  
 
Η αλληλοϑχιςη των προώϐντων τησ PCR εκτελϋςτηκε απϐ μύα εξειδικευμϋνη 
εταιρεύα βιοτεχνολογικών και μοριακών τεχνικών με την επωνυμύα CEMIACA 
(Cellular and Molecular Immunological Applications) (Λϊριςα). Σα 
αποτελϋςματα των αλληλουχύςεων ςτϊλθηκαν υπϐ τη μορφό 
χρωματογραφημϊτων, τα οπούα αναλϑθηκαν ςτο εργαςτόριο με τη βοόθεια του 
εξειδικευμϋνου λογιςμικοϑ προγρϊμματοσ BioEdit v7.2.5 (developer Tom Hall, 
Ibis Biosciences, Carlsbad CA 92008, Last update 12/11/2013, 
http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html ).  
 
Εύναι ςημαντικϐ να αναφερθεύ ϐτι για την αλληλοϑχιςη των προώϐντων τησ PCR 
χρηςιμοποιόθηκαν τϐςο οι πρϐςθιοι ϐςο και οι ανϊςτροφοι εκκινητϋσ των 
γονιδύων BRAF και KRAS (KRAS 12/13 και KRAS 61) που δύνονται ςτον Πύνακα 
2.  
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3.1. Ενύςχυςη τησ υπϐ μελϋτη περιοχόσ των γονιδύων 
ΒRAF και ΚRAS με την αλυςιδωτό αντύδραςη 
πολυμερϊςησ  
 
Σο γενωμικϐ DNA που απομονώθηκε απϐ βιοψύεσ ιςτών και ενιςχϑθηκε με την 
χρόςη κατϊλληλων εκκινητών ςτισ περιοχϋσ των γονιδύων BRAF (κατϊλοιπο 
600) και KRAS (κωδικϐνια 12, 13 και 61) με την μϋθοδο τησ αλυςιδωτόσ 
αντύδραςησ πολυμερϊςησ. Ενδεικτικϊ, ςτισ Εικϐνεσ 12-14 απεικονύζονται τα 
προώϐντα ενύςχυςησ με PCR τησ επιθυμητόσ περιοχόσ διαφορετικών δειγμϊτων 




Εικϐνα 12: Ηλεκτροφϐρηςη ςε πόκτωμα αγαρϐζησ 2% τησ περιοχόσ που περιλαμβϊνει τo 
κωδικϐνιo 600 του γονιδύου BRAF μετϊ απϐ την ενύςχυςη διαφορετικών DNA με αντύδραςη PCR. 
Διαδρομό 1: δεύκτησ μοριακών βαρών, 2-Log DNA Ladder (100-1000 bp). Διαδρομϋσ 2-6: 
Ενύςχυςη γενωμικοϑ DNA των δειγμϊτων 56, 57, 58, 59 και 60. Διαδρομό 7: Δεύγμα αρνητικοϑ 
ελϋγχου τησ αντύδραςησ PCR. 
 
           
 
Εικϐνα 13: Ηλεκτροφϐρηςη ςε πόκτωμα αγαρϐζησ 2% τησ περιοχόσ που περιλαμβϊνει τα 
κωδικϐνια 12 και 13 του γονιδύου KRAS μετϊ απϐ την ενύςχυςη διαφορετικών DNA με 
αντύδραςη PCR. Διαδρομό 1: δεύκτησ μοριακών βαρών, 2-Log DNA Ladder (100-1000 bp). 
Διαδρομϋσ 2-4: Ενύςχυςη γενωμικοϑ DNA των δειγμϊτων 60, 62 και 63. Διαδρομό 5: Δεύγμα 
αρνητικοϑ ελϋγχου τησ αντύδραςησ PCR. 
      1              2              3             4            5             6             7        
1               2                3              4                 5   
300 bp 
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Εικϐνα 14: Ηλεκτροφϐρηςη ςε πόκτωμα αγαρϐζησ 2% τησ περιοχόσ που περιλαμβϊνει τo 
κωδικϐνιo 61 του γονιδύου KRAS μετϊ απϐ την ενύςχυςη διαφορετικών DNA με αντύδραςη PCR. 
Διαδρομό 1: δεύκτησ μοριακών βαρών, 2-Log DNA Ladder (100-1000 bp). Διαδρομϋσ 2-5: 
Ενύςχυςη γενωμικοϑ DNA των δειγμϊτων 55, 57, 58 και 59. Διαδρομό 6: Δεύγμα αρνητικοϑ 




3.2 Καθαριςμϐσ προώϐντων τησ PCR 
 
O καθαριςμϐσ των προώϐντων τησ PCR πραγματοποιεύται με ςκοπϐ την βϋλτιςτη 
αλληλοϑχιςη για την ανϊλυςη των μεταλλϊξεων των γονιδύων BRAF και KRAS. 
Με την διαδικαςύα αυτό, απομακρϑνονται υπολεύμματα εκκινητών, 
δεοξυνουκλεοτιδύων και μη ειδικϊ προώϐντα τησ PCR. ΢τισ Εικϐνεσ 15-17 
παραθϋτονται οριςμϋνα απϐ τα καθαριςμϋνα προώϐντα PCR των γονιδύων BRAF 
και KRAS.  
 
 
Εικϐνα 15: Ηλεκτροφϐρηςη ςε πόκτωμα αγαρϐζησ 2% των προώϐντων ενύςχυςησ τησ περιοχόσ 
που περιλαμβϊνει το κωδικϐνιο 600 του γονιδύου BRAF μετϊ απϐ τον καθαριςμϐ τουσ. Διαδρομό 
3: δεύκτησ μοριακών βαρών, 2-Log DNA Ladder (100-1000 bp). Διαδρομϋσ 1-2-4-5-6: 
Καθαριςμϋνα προώϐντα ενύςχυςησ του γενωμικοϑ DNA των δειγμϊτων 66, 67, 68, 69 και 70. 
 
 1              2              3              4              5               6     
 1             2            3            4              5            6     
 1            2             3            4             5           6 
300 bp 
200 bp 217 bp 
200 bp 
300 bp 244 bp 
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 13:03:19 EET - 137.108.70.7
Μελέτη των μεταλλάξεων των γονιδίων BRAF και KRAS ςτον καρκίνο του θυρεοειδούσ ςτον ελληνικό 
πληθυςμό. 
 
    50  
 
            
 
Εικϐνα 16: Ηλεκτροφϐρηςη ςε πόκτωμα αγαρϐζησ 2% των προώϐντων ενύςχυςησ τησ περιοχόσ 
που περιλαμβϊνει τα κωδικϐνια 12 και 13 του γονιδύου KRAS μετϊ απϐ τον καθαριςμϐ τουσ. 
Διαδρομό 3: δεύκτησ μοριακών βαρών, 2-Log DNA Ladder (100-1000 bp). Διαδρομϋσ 1-2-4-5-6: 




Εικϐνα 17: Ηλεκτροφϐρηςη ςε πόκτωμα αγαρϐζησ 2% των προώϐντων ενύςχυςησ τησ περιοχόσ 
που περιλαμβϊνει το κωδικϐνιο 61 του γονιδύου ΚRAS μετϊ απϐ τον καθαριςμϐ τουσ. Διαδρομό 
4: δεύκτησ μοριακών βαρών, 2-Log DNA Ladder (100-1000 bp). Διαδρομϋσ 1-2-3-5-6-7-8: 
Καθαριςμϋνα προώϐντα ενύςχυςησ του γενωμικοϑ DNA των δειγμϊτων 52, 54, 55, 56, 57, 58 και 
59. 
 
3.3 Αλληλοϑχιςη των προώϐντων τησ PCR  
Σα προώϐντα τησ PCR  αλληλοϑχηθηκαν και τα αποτελϋςματα αυτών 
εμφανύζονται ςε μορφό χρωματογραφόματοσ. Η αλληλοϑχιςη των προώϐντων 
τησ PCR ϋδωςε 97-100% ομολογύα με τισ υπϐ μελϋτη περιοχϋσ των γονιδύων 
BRAF και KRAS, μετϊ απϐ ευθυγρϊμμιςη με το πρϐγραμμα BLAST του NCBI 
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).   
΢τη ςυνϋχεια, απεικονύζονται οριςμϋνα απϐ τα χρωματογραφόματα τα οπούα 
εςτιϊζονται κυρύωσ ςτισ περιοχϋσ του γονιδύου BRAF που περιλαμβϊνει το 
κωδικϐνιο 600 (αλληλουχύα CTG) και ςτισ περιοχϋσ του γονιδύου KRAS που 




1         2           3          4         5         6          7            8  
200 bp 
300 bp 216 bp 
200 bp 
300 bp 217 bp 
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 13:03:19 EET - 137.108.70.7
Μελέτη των μεταλλάξεων των γονιδίων BRAF και KRAS ςτον καρκίνο του θυρεοειδούσ ςτον ελληνικό 
πληθυςμό. 
 




Εικϐνα 18: Φρωματογρϊφημα περιοχόσ του γονιδύου BRAF για το δεύγμα 53. ΢το πλαύςιο 
ςημειώνεται η αλληλουχύα που ςυναντϊται ςτη θϋςη του κωδικονύου 600 (Η αλληλουχύα GTG 




Εικϐνα 19: Φρωματογρϊφημα τησ περιοχόσ του γονιδύου BRAF για το δεύγμα 54. ΢το πλαύςιο 
ςημειώνεται η αλληλουχύα που ςυναντϊται ςτη θϋςη του κωδικονύου 600 (Η ςυνϑπαρξη GTG και 
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Εικϐνα 20: Φρωματογρϊφημα τησ περιοχόσ του γονιδύου BRAF για το δεύγμα 57. ΢το πλαύςιο 
ςημειώνεται η αλληλουχύα που ςυναντϊται ςτη θϋςη του κωδικονύου 600 (Η ςυνϑπαρξη GTG και 





Εικϐνα 21: Φρωματογρϊφημα τησ περιοχόσ του γονιδύου BRAF για το δεύγμα 68. ΢το πλαύςιο 
ςημειώνεται η αλληλουχύα που ςυναντϊται ςτη θϋςη του κωδικονύου 600 (Η ςυνϑπαρξη GTG και 
GAG υποδηλώνουν την παρουςύα μετϊλλαξησ ςε ετεροζυγωτύα). 
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Εικϐνα 22: Φρωματογρϊφημα τησ περιοχόσ του γονιδύου BRAF για το δεύγμα 69. ΢το πλαύςιο 
ςημειώνεται η αλληλουχύα που ςυναντϊται ςτη θϋςη του κωδικονύου 600 (Η ςυνϑπαρξη GTG και 
GAG υποδηλώνουν την παρουςύα μετϊλλαξησ ςε ετεροζυγωτύα). 
 
 
Εικϐνα 23: Φρωματογρϊφημα μιασ περιοχόσ του γονιδύου KRAS για το δεύγμα 63. ΢το πλαύςιο 
ςημειώνεται η αλληλουχύα που ςυναντϊται ςτη θϋςη των κωδικονύων 12 (η αλληλουχύα GGΣ 
δηλώνει την απουςύα μετϊλλαξησ) και 13 (Η αλληλουχύα GGC δηλώνει την απουςύα μετϊλλαξησ). 
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Εικϐνα 24: Φρωματογρϊφημα τησ περιοχόσ του γονιδύου KRAS για το δεύγμα 61. ΢το πλαύςιο 
ςημειώνεται η αλληλουχύα που ςυναντϊται ςτη θϋςη του κωδικονύου 61 (Η αλληλουχύα CAA 
δηλώνει την απουςύα μετϊλλαξησ). 
 
΢την παροϑςα εργαςύα, ταυτοποιόθηκαν μεταλλϊξεισ ςτο κωδικϐνιο 600 του 
γονιδύου BRAF ςε 4  απϐ τα 19 δεύγματα που μελετόθηκαν. Οι μεταλλϊξεισ αυτϋσ 
βρύςκονται ςε ετεροζυγωτύα και αφοροϑν την αλλαγό του κωδικονύου GTG ςε 
GAG, που ςυνεπϊγεται την αλλαγό του αμινοξϋοσ βαλύνη (Val, V) ςε γλουταμικϐ 
(Glu, E). Όςον αφορϊ το γονύδιο KRAS δεν ταυτοποιόθηκε καμύα μετϊλλαξη ςτα 
κωδικϐνια 12, 13 και 61 ςε ϐλα τα δεύγματα που μελετόθηκαν.  
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4 ΢ΤΖΗΣΗ΢Η  
Ο καρκύνοσ του θυρεοειδοϑσ αποτελεύ τον πιο κοινϐ τϑπο κακοόθειασ του 
ενδοκρινικοϑ ςυςτόματοσ και η ςυχνϐτητα εμφϊνιςόσ του αυξϊνεται με 
ςταθερϐ ρυθμϐ ςε πολλϋσ χώρεσ (Nikiforov, 2011). Οι ϐγκοι του καρκύνου του 
θυρεοειδοϑσ προϋρχονται απϐ τα θυλακιώδη επιθηλιακϊ κϑτταρα, απϐ τα 
παραθυλακιώδη κϑτταρα και απϐ μη επιθηλιακϊ κϑτταρα (Scopa, 2004). 
΢ϑμφωνα με τα ιςτοπαθολογικϊ χαρακτηριςτικϊ οι διαφορετικού τϑποι 
ταξινομοϑνται ςε θηλώδη, θυλακιώδη, μυελοειδό και αναπλαςτικϊ 
καρκινώματα ενώ ϋχουν παρατηρηθεύ και παραλλαγϋσ με την πιο κοινό να εύναι 
ο θυλακιώδησ υπϐτυποσ του θηλώδουσ καρκύνου, που περιϋχει χαρακτηριςτικϊ 
τϐςο του θηλώδουσ ϐςο και του θυλακιώδουσ καρκύνου. 
Κατϊ τα τελευταύα αρκετϊ χρϐνια, ςημαντικό πρϐοδοσ ϋχει ςημειωθεύ ςτην 
κατανϐηςη των γενετικών μηχανιςμών του καρκύνου του θυρεοειδοϑσ και ςτην 
ανϊπτυξη μοριακών δοκιμών για τη διϊγνωςη του καρκύνου ςε ϐζουσ του 
θυρεοειδοϑσ. Αυτϐ εύχε ωσ αποτϋλεςμα κατϊ κϑριο λϐγο την ταυτοπούηςη των 
μοριακών αλλαγών, ςυμπεριλαμβανομϋνων των γενετικών και επιγενετικών 
αλλαγών των οδών ςηματοδϐτηςησ - ϐπωσ το μονοπϊτι ΜΑΡΚ και την PI3K-
AKT οδϐ. Αυτϋσ οι μοριακϋσ αλλαγϋσ περιλαμβϊνουν ςημειακϋσ μεταλλϊξεισ ςτο 
γονύδιο BRAF και ςτα γονύδια RAS, καθώσ και τισ γενετικϋσ αναδιατϊξεισ μεταξϑ 
των RET/PTC και PAX8/PPARγ (Nikiforova et al., 2003; Nikiforov et al., 2013). 
΢κοπϐσ τησ παροϑςασ εργαςτηριακόσ μελϋτησ όταν να μελετηθεύ η ςυςχϋτιςη 
μεταξϑ ςημειακών μεταλλϊξεων των γονιδύων BRAF και KRAS και των 
διαφορετικών τϑπων καρκινωμϊτων του θυρεοειδοϑσ ςτον ελληνικϐ πληθυςμϐ. 
΢υνολικϊ μελετόθηκαν 19 δεύγματα απϐ αςθενεύσ με καρκύνο του θυρεοειδοϑσ, 
που περιλαμβϊνουν 13 δεύγματα Θηλώδουσ Καρκινώματοσ, 4 Θηλώδουσ 
Καρκινώματοσ Θυλακιώδουσ Προτϑπου, 1 Θυλακιώδουσ Καρκινώματοσ και 1 
Μυελοειδοϑσ Καρκινώματοσ. Η πειραματικό διεργαςύα περιλϊμβανε την 
απομϐνωςη γενωμικοϑ DNA απϐ βιοψύεσ ιςτών, την ενύςχυςη ςυγκεκριμϋνων 
περιοχών με ειδικοϑσ εκκινητϋσ χρηςιμοποιώντασ την Αλυςιδωτό Αντύδραςη 
Πολυμερϊςησ και τϋλοσ τον προςδιοριςμϐ τησ αλληλουχύασ των ενιςχυμϋνων 
και μετϋπειτα καθαριςμϋνων προώϐντων τησ PCR. ΢το τϋλοσ τησ πειραματικόσ 
διαδικαςύασ ταυτοποιόθηκαν ςυνολικϊ ςε 4 απϐ τα 19 δεύγματα, με ςημειακό 
μετϊλλαξη ςτο κωδικϐνιο 600 του γονιδύου BRAF. Όλεσ οι μεταλλϊξεισ  αφοροϑν 
την αλλαγό του κωδικονύου GTG ςε GAG, που ςυνεπϊγεται την αλλαγό του 
αμινοξϋοσ βαλύνη (Val, V) ςε γλουταμικϐ (Glu, Ε). Αυτό η μετϊλλαξη οδηγεύ ςε 
μύα ςυνεχό δραςτηριοπούηςη τησ κινϊςησ BRAF και ςε μύα χρϐνια διϋγερςη του 
μονοπατιοϑ των MAP κιναςών, δύνοντασ γϋνεςη ςτην ανϊπτυξη θυρεοειδικών 
ϐγκων (Wan et al., 2004). Και τα 4 δεύγματα ϐπου εντοπύςτηκαν οι μεταλλϊξεισ, 
ανόκουν ςτο θηλώδεσ τϑπο καρκινώματοσ, γεγονϐσ που ςυμφωνεύ με την διεθνό 
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βιβλιογραφύα ϐςον αφορϊ την ςυχνϐτητα μετϊλλαξησ ςτο γονύδιο BRAF ςε 
θηλώδη τϑπο καρκύνου και τουσ υπϐτυπουσ του.  
Η μετϊλλαξη BRAF V600E τυπικϊ εντοπύζεται κυρύωσ ςτον κλαςικϐ θηλώδη 
καρκύνο (με μια υψηλό ςυχνϐτητα περύπου του 50%) και ςπανιϐτερα ςτο 
θηλώδεσ καρκύνωμα με θυλακιώδεσ πρϐτυπο ανϊπτυξησ (ποςοςτϐ περύπου 
14%) (Adeniran  et al., 2006; Xing,  2013).  Επιπλϋον, η μετϊλλαξη BRAF V600E 
εύναι δυνατϐν να ανιχνευθεύ ςτα χαμηλόσ διαφοροπούηςησ καρκινώματα και ςτα 
αναπλαςτικϊ καρκινώματα του θυρεοειδοϑσ. Όςον αφορϊ ςτην ανϊλυςη του 
γονιδύου KRAS δεν ταυτοποιόθηκε καμύα μετϊλλαξη ςτα κωδικϐνια 12, 13 και 
61 ςε ϐλα τα δεύγματα που μελετόθηκαν. Η εργαςύα αυτό περιλαμβϊνει θηλώδη 
καρκινώματα με θυλακιώδη υπϐτυπο για τα οπούα ϋχει αναφερθεύ ποςοςτϐ 
μεταλλϊξεων ςτα γονύδια RAS (HRAS, KRAS, NRAS) μϋχρι και 20% (Nikiforova et 
al., 2003). Σϋλοσ, περιλϊμβανε και ϋνα δεύγμα μυελοειδοϑσ καρκινώματοσ για το 
οπούο ϋχει αναφερθεύ ποςοςτϐ μεταλλϊξεων 5-10% ςτο ςϑνολο των 
περιπτώςεων καρκύνου του θυρεοειδοϑσ (Mohammadi et al., 2016), ςτο οπούο 
δεν εντοπύςτηκε κϊποια μετϊλλαξη.  Εντοϑτοισ, τα αποτελϋςματα τησ μελϋτησ 
αυτόσ δεν επιτρϋπουν την διεξαγωγό αςφαλών ςυμπεραςμϊτων λϐγω του 
μικροϑ μεγϋθουσ των δειγμϊτων που αναλϑθηκαν. 
΢την βιβλιογραφύα υπϊρχει μϐνο μύα μελϋτη πϊνω ςτον καρκύνο του 
θυρεοειδοϑσ ςε δεύγματα του ελληνικοϑ πληθυςμοϑ (Goutas et al. 2008). Η 
μελϋτη αυτό εςτύαςε ςτη μετϊλλαξη BRAFV600E και ςτη μετϊλλαξη KRAS 
(κωδικϐνιο 12) ςε δεύγματα θηλώδουσ και μυελοειδοϑσ τϑπου καρκύνου του 
θυρεοειδοϑσ. ΢τη ςυγκεκριμϋνη περύπτωςη, η μετϊλλαξη ςτο κωδικϐνιο 12 του 
KRAS βρϋθηκε ςε υψηλϐ ποςοςτϐ, τϐςο ςε θηλώδη (54,5%), ϐςο και ςε 
μυελοειδό (40,9%) καρκινώματα. Επιπλϋον, ςτην ύδια μελϋτη, η μετϊλλαξη BRAF 
V600E  ανιχνεϑτηκε ςε μικρϐτερο ποςοςτϐ ςε ςϑγκριςη με την μετϊλλαξη του 
ΚRAS ςε θηλώδη καρκινώματα (27,3%). ΢το ςημεύο αυτϐ πρϋπει να αναφερθεύ 
ϐτι η παροϑςα μελϋτη αποτελεύ ϋνα τμόμα μιασ ευρϑτερησ μελϋτησ που αφορϊ 
ςτην ταυτοπούηςη μεταλλϊξεων που ςχετύζονται με ϐλουσ τουσ διαφορετικοϑσ 




Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 13:03:19 EET - 137.108.70.7
Μελέτη των μεταλλάξεων των γονιδίων BRAF και KRAS ςτον καρκίνο του θυρεοειδούσ ςτον ελληνικό 
πληθυςμό. 
 
    57  
 
5. Βιβλιογραφύα 
Adeniran, Zhu, Gandhi, et al., “Correlation between genetic alterations and microscopic 
features, clinical manifestations, and prognostic characteristics of thyroid papillary 
carcinomas.”, Am J Surg Pathol, 30 (2): 216 – 222, 2006 
Adeniran, Zhu, Gandhi, Steward, Fidler, Giordano, Biddinger,  Nikiforov, “Correlation 
between genetic alterations and microscopic features, clinical manifestations, and 
prognostic characteristics of thyroid papillary carcinomas”, Am J Surg Pathol. 30(2):216-
22, 2006 
Adeniran, Zhu, Gandhi, Steward, Fidler, Giordano, Biddinger,  Nikiforov, “Correlation 
between genetic alterations and microscopic features, clinical manifestations, and 
prognostic characteristics of thyroid papillary carcinomas.” American Journal of Surgical 
Pathology 30 216–222. (doi:10.1097/01.pas.0000176432.73455.1b, 2006) 
Anderson. “Role of lipids in the MAPK signaling pathway”, Progress in Lipid Res 45, 102-
119, 2006 
Are, Shaha, “Anaplastic thyroid carcinoma: biology, pathogenesis, prognostic factors, 
and treatment approaches.”, Annals of surgical oncology. 13(4):453–464. doi: 
10.1245/ASO.2006.05.042, 2006 
Baloch, LiVolsi, “Pathology of thyroid gland In: VA LiVolsi, SL Asa (eds)”, Endocrine 
Pathology, Churchill Livingstone, New York, pp, 61-101, 2002 
Baloch, LiVolsi, Wartofsky, Van Nostrand, “Pathology of follicular cancer”, Thyroid 
Cancer - A Comprehensive Guide to Clinical Management, Springer New York, Part VIII, 
pp 781-786, Online ISBN: 978-1-4939-3314-3, 2016 
Belfiore, La Rosa, La Porta et al., “Cancer risk in patients with cold thyroid nodules: 
relevance of iodine intake, sex, age, and multinodularity.”, Am J Med; 93: 363–9, 1992 
Bos, “RAS Oncogenes in Human Cancer: A Review”, CANCER RESEARCH 49. 4682-4689, 
1989  
Bos, Rehmann, Wittinghofer, “GEFs and GAPs: Critical Elements in the Control of Small G 
Proteins”, Cell Press, Volume 129, Issue 5, Pages 865–877, 2007 
Brander, Viikinkoski, Nickels, Kivisaari, “Thyroid gland: US screening in a random adult 
population.”, Radiology; 181: 683–7, 1991 
Brito, Yarur, Prokop, McIver, Murad, Montori, “Prevalence of Thyroid Cancer in 
Multinodular Goiter Versus Single Nodule: A Systematic Review and Meta-Analysis”, 
Thyroid, Mary Ann Liebert Inc. Publishers, 2013 
Busnardo, Girelli, Simioni, Nacamulli, Busetto, “Nonparallel patterns of calcitonin and 
carcinoembryonic antigen levels in the follow -up of medullary thyroid carcinoma.”, 
Cancer (1984); 53: 278-285, 1984 
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 13:03:19 EET - 137.108.70.7
Μελέτη των μεταλλάξεων των γονιδίων BRAF και KRAS ςτον καρκίνο του θυρεοειδούσ ςτον ελληνικό 
πληθυςμό. 
 
    58  
 
Cady, Sedgwick, Meissner, Bookwalter, Romagosa, Werber, “Changing clinical, 
pathologic, therapeutic, and survival patterns in differentiated thyroid carcinoma.”, Ann 
Surg. 184(5):541–53. PMCID: 1345475, 1976 
Carcangiu, Bianchi, Savino,  Voynick, Rosai, “Follicular Hürthle cell tumors of the 
thyroid”, Cancer: 68: 1944-1953, 1991 
Carcangiu, Zampi, Pupi, Castagnoli, Rosai, “Papillary carcinoma of the thyroid. A 
clinicopathologic study of 241 cases treated at the University of Florence, Italy”, 
American Cancer Society, Wiley Online Library, DOI: 10.1002/1097-
0142(19850215)55:4<805::AID-CNCR2820550419>3.0.CO;2-Z, 1985 
Castro, Rebocho, Soares et al, “PAX8-PPARgamma rearrangement is frequently detected 
in the follicular variant of papillary thyroid carcinoma.”, J Clin Endocrinol Metab. 91 (1): 
213 – 220, 2006 
Cheung, Carydis, Ezzat, Bedard, Asa, “Analysis of ret/PTC gene rearrangements refines 
the fine needle aspiration diagnosis of thyroid cancer”, J Clin Endocrinol Metab. 
86(5):2187-90, 2001 
Cohen, Xing, Mambo et al., “BRAF mutation in papillary thyroid carcinoma.”, J Natl 
Cancer Inst. 95:625–627, 2003 
Cooper, Doherty, Haugen, Kloos, Lee, Mandel, Mazzaferri, McIver, Pacini, Schlumberger, 
Sherman, Steward, Tuttle, “Revised American Thyroid Association Management 
Guidelines for Patients with Thyroid Nodules and Differentiated Thyroid Cancer: The 
American Thyroid Association (ATA) Guidelines Taskforce on Thyroid Nodules and 
Differentiated Thyroid Cancer”, Thyroid. 19(11): 1167-1214. 
doi:10.1089/thy.2009.0110, 2009 
Davies, Bignell, Cox, Stephens, Edkins, Clegg, Teague, Woffendin, Garnett et al., 
“Mutations of the BRAF gene in human cancer”, Nature 417, 949-954, 
doi:10.1038/nature00766, 2002 
Dwight, Thoppe, Foukakis et al., “Involvement of the PAX8/peroxisome proliferator-
activated receptor gamma rearrangement in follicular thyroid tumors”, The Journal of 
Clinical Endocrinology and Metabolism. 88 : 4440 to 4445, 2003 
Fallahi, Giannini, Miccoli, Antonelli, Basolo, “Molecular diagnosis of fine needle 
aspiration for the presurgical screening of thyroid nodules.” Current Genomics, 15: 171-
177, 2014 
Fawcett, D., Jensh, R. (2002). Bloom & Fawcett's Concise Histology. Arnold Publishers, 
New York, pp. 257-258. 
French, Alexander, Cibas et al., “Genetic and biological subgroups of low-stage follicular 
thyroid cancer.”, Am J Pathol. 162 : 1053-1060, 2003 
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 13:03:19 EET - 137.108.70.7
Μελέτη των μεταλλάξεων των γονιδίων BRAF και KRAS ςτον καρκίνο του θυρεοειδούσ ςτον ελληνικό 
πληθυςμό. 
 
    59  
 
Fusco, Grieco, Santoro, Berlingieri, Pilotti, Pierotti, Della Porta, Vecchio, “A new 
oncogene in human thyroid papillary carcinomas and their lymph-nodal metastases.”, 
Nature;328(6126):170-2, 1989 
Gharib, Papini, Paschke, Duick, Valcavi,. Hegedus, Vitti, “American Association of Clinical 
Endocrinologists, Associazione Medici Endocrinologi, and European Thyroid Association 
medical guidelines for clinical practice for the diagnosis and management of thyroid 
nodules: executive summary of recommendations.” Journal of Endocrinological 
Investigation 33 51–56. (doi:10.1007/BF03346587), 2010 
Gibney, Messina, Fedorenko, Sondak, Smalley, “Paradoxical oncogenesis—the long-term 
effects of BRAF inhibition in melanoma”, Nature Reviews Clinical Oncology 10, 390-399, 
doi:10.1038/nrclinonc.2013.83, 2013 
Gimm, Sutter, Dralle, “Diagnosis and therapy of sporadic and familial medullary thyroid 
carcinoma”, J. Cancer Res. Clin. Oncol. 127: 156-165, 2001 
Goutas, Vlachodimitropoulos, Bouka, Lazaris, Nasioulas, Gazouli, “BRAF and K-RAS 
Mutation in a Greek Papillary and Medullary Thyroid Carcinoma Cohort”, Anticancer 
Research 28: 305-308, 2008  
Grieco, Santoro, Berlingieri, Melillo, Donghi, Bongarzone, Pierotti, Della Porta, Fusco, 
Vecchio, “PTC is a novel rearranged form of the ret proto-oncogene and is frequently 
detected in vivo in human thyroid papillary carcinomas.”, Cell;60(4):557-63, 1990 
Guth, Theune, Aberle, Galach, Bamberger, “Very high prevalence of thyroid nodules 
detected by high frequency (13 MHz) ultrasound examination”, European Journal of 
Clinical Investigation, DOI: 10.1111/j.1365-2362.2009.02162.x, 2009 
Hallengren, “Hypothyroidism--clinical findings, diagnosis, therapy. Thyroid tests should 
be performed on broad indications”, Lakartidningen, Sep;95(38):4091-6, 1998 
Hedinger, Williams, Sobin, “The WHO histological classification of thyroid tumors: A 
commentary on the second edition”, Cancer 63: 908-911, 1989 
Heshmati, Gharib, Heerden et al, “Advances and controversies in the diagnosis and 
management of medullary thyroid carcinoma.” Am. J. Med. 103: 60-69, 1997 
Ito, Hanamura, Murayama, Okada, Watanabe, Harada et al. “Multimodality therapeutic 
outcomes in anaplastic thyroid carcinoma: improved survival in subgroups of patients 
with localized primary tumors”, 34 (2 ): 230-237. doi: 10.1002 / hed.21721, 2012 
Jin, Sebo, Nakamura, Qian, Oliveira, Majerus, Johnson, Lloyd, “BRAF mutation analysis in 
fine needle aspiration (FNA) cytology of the thyroid.”, Diagn Mol Pathol., Sep;15(3):136-
43, 2006 
Kebebew, Greenspan, Clark, Woeber, McMillan, “Anaplastic thyroid carcinoma. 
Treatment outcome and prognostic factors.”, Cancer 103(7):1330–1335. doi: 
10.1002/cncr.20936, 2005 
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 13:03:19 EET - 137.108.70.7
Μελέτη των μεταλλάξεων των γονιδίων BRAF και KRAS ςτον καρκίνο του θυρεοειδούσ ςτον ελληνικό 
πληθυςμό. 
 
    60  
 
Khatawkar & Awati, “Thyroid gland - Historical aspects, Embryology, Anatomy and 
Physiology”, International Archives of Integrated Medicine, Vol 2, Issue 9, 2015 
 
Kim, Choi, “Pathological roles of MAPK signaling pathways in human diseases”, 
Biochimica et Biophysica Acta, Volume 1802, Issue 4, Pages 396–405, 2010 
Kimura, Nikiforova, Zhu et al. “High prevalence of BRAF mutations in thyroid cancer: 
genetic evidence for constitutive activation of the RET/PTC-RAS-BRAF signaling 
pathway in papillary thyroid carcinoma”, Cancer Res. 63:1454–1457, 2003 
Kitahara, Platz, Freeman, Hsing, Linet, Park, Schairer, Schatzkin, Shikany, Berrington de 
González, “Obesity and thyroid cancer risk among U.S. men and women: a pooled 
analysis of five prospective studies.”, Cancer Epidemiol Biomarkers Prev 20:464–472 , 
2011 
Knauf, Kuroda, Basu, Fagin, “RET/PTC-induced dedifferentiation of thyroid cells is 
mediated through Y1062 signaling through SHC-RAS-MAP kinase”, Oncogene 22 (28): 
4406-12, 2003 
Kostoglou-Athanassiou and Ntalles, “Hypothyroidism - new aspects of an old disease”, 
Hippokratia, Quarterly Medical Journal, Apr-Jun; 14(2): 82–87, 2010. 
Kroll, Sarraf, Pecciarini, Chen, Mueller, Spiegelman, Fletcher, “PAX8-PPARgamma1 
fusion oncogene in human thyroid carcinoma”, Science, 25;289(5483):1357-60, 2000 
Kwon, Kim, Eszlinger, Paschke, Song, Kim, Park, Jeon, Kim, Shong, Kim, “Molecular 
Diagnosis Using Residual Liquid-Based Cytology Materials for Patients with 
Nondiagnostic or Indeterminate Thyroid Nodules”, Endocrinol Metab (Seoul), 31(4): 
586–591, doi:  10.3803/EnM.2016.31.4.586, 2016 
Leboulleux, Baudin, Travagli, Schlumberger, “Medullary Thyroid Carcinoma” Clinical 
Endocrinology 61, 299–310, 2004 
Lee, Costumbrado, C.Y Hsu, Y.H. Kim, “Agarose Gel Electrophoresis for the separation of 
DNA fragments.”, J Vis Exp, 2012. 
Liu, Singh, Tallini, et al., “Follicular variant of papillary thyroid carcinoma: a 
clinicopathologic study of a problematic entity”, Cancer 107 (6): 1255 – 1264, 2006 
LiVolsi, “Papillary thyroid carcinoma: an update”, Modern Pathology, USCAP, Modern 
Pathology: 24, S1–S9. doi:10.1038/modpathol.2010.129, 2011 
LiVolsi, 1990) “Surgical pathology of the thyroid. Major problems in pathology”, W. B. 
Saunders Company, Philadelphia, vol 22, 1990  
Marques, Espadinha, Catarino et al., “Expression of PAX8-PPAR gamma 1 
rearrangements in both follicular thyroid carcinomas and adenomas.”, J Clin Endocrinol 
Metab 87 (8): 3947 – 3952, 2002 
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 13:03:19 EET - 137.108.70.7
Μελέτη των μεταλλάξεων των γονιδίων BRAF και KRAS ςτον καρκίνο του θυρεοειδούσ ςτον ελληνικό 
πληθυςμό. 
 
    61  
 
Mazzaferri, Jhiang, “Long-term impact of initial surgical and medical therapy on 
papillary and follicular thyroid cancer.” Am J Med.97:418–28, 1994 
Mazzaferri, Young, “Papillary thyroid carcinoma: A 10 year follow-up report of the 
impact of therapy in 576 patients”, The American Journal of Medicine, DOI: 
http://dx.doi.org/10.1016/0002-9343(81)90573-8, 1981 
Mazzaferri,. Young, “Papillary thyroid carcinoma: a 10-year follow-up report of the 
impact of therapy in 576 patients.”, Am J Med, 70:511–8, 1981 
McCoy, Jabbour, Ogilvie, Ohori, Carty, Yim, “The incidence of cancer and rate of false-
negative cytology in thyroid nodules greater than or equal to 4 cm in size.”, 
Surgery;142(6):837–44. e3, 2007 
McGriff, Csako, Gourgiotis, Lori, Pucino, Sarlis, “Effects of thyroid hormone suppression 
therapy on adverse clinical outcomes in thyroid cancer.”, Ann Med. 34(7–8):554–64, 
2002 
Miccoli, “Application of Molecular Diagnostics to the Evaluation of the Surgical Approach 
to Thyroid Cancer.”, Current Genomics, 15: 184-189, 2014 
Mohammadi, Hedayati, “A Brief Review on The Molecular Basis of Medullary Tyroid 
Carcinoma”, Cell Journal (Yakhteck), PMCID: PMC5086327, 2016 
Moley, Debenedetti, Dilley, Tisell, Wells, “Surgical management of patients with 
persistent or recurrent medullarythyroid cancer”, Journal of Internal Medicine, DOI: 
10.1046/j.1365-2796.1998.00333.x, Volume 243, Issue 6, Pages 521–526, 1998 
Morrison, Davis, “Regulation of MAP Kinase Signaling Modules by Scaffold Proteins in 
Mammals”, Annual Review of Cell and Developmental Biology, Vol.19:1-731, DOI: 
10.1146/annurev.cellbio.19.111401.091942, 2003 
Mullur, Liu, Brent, “Thyroid Hormone Regulation of Metabolism”, Physiological Reviews, 
American Physiological Society, Vol. 94 no. 2, 355-382 DOI: 
10.1152/physrev.00030.2013, 2014 
Namba, Rubin, Fagin, “Point mutations of ras oncogenes are an early event in thyroid 
tumorigenesis”, Mol Endocrinol, 4 (10): 1474 – 1479, 1990 
Nikiforov, “Molecular Diagnostics of Thyroid Tumors”, Archives of Pathology & 
Laboratory Medicine: May 2011, Vol. 135, No. 5, pp. 569-577, 2011 
Nikiforov, “RET/PTC rearrangement in thyroid tumors.”, Endocr Pathol. 13 (1): 3-16, 
2002 
Nikiforov, “Thyroid Carcinoma: Molecular Pathways and Therapeutic Targets”, National 
Institutes of Health – Public Access Author Manuscript, 2008 
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 13:03:19 EET - 137.108.70.7
Μελέτη των μεταλλάξεων των γονιδίων BRAF και KRAS ςτον καρκίνο του θυρεοειδούσ ςτον ελληνικό 
πληθυςμό. 
 
    62  
 
Nikiforov, “Thyroid tumors: Classification and general considerations”, Y.E Nikiforov, 
P.W. Biddinger, L. D. R. Thompson, eds Diagnostic Pathology and Molecular Genetics of 
the Thyroid. Baltimore, MD: Lippincott Williams and Wilkins; 94-102, 2009 
Nikiforov, Nikiforova, “Molecular genetics and diagnosis of thyroid cancer.”, Nat Rev 
Endocrinol. 7 (10): 569-80. doi: 10.1038 / nrendo.2011.142, 2011 
Nikiforova, Kimura, Gandhi, Biddinger, Knauf, Basolo, Zhu,Giannini, Salvatore, Fusco et 
al., “BRAF mutations in thyroid tumors are restricted to papillary carcinomas and 
anaplastic or poorly differentiated carcinomas arising from papillary carcinomas.” 
Journal of Clinical Endocrinology and Metabolism 88 5399–5404, 2003 
Nikiforova, Lynch, Biddinger et al, “RAS point mutations and PAX8-PPAR gamma 
rearrangement in thyroid tumors: evidence for distinct molecular pathways in thyroid 
follicular carcinoma”, J Clin Endocrinol Metab. 88 : 2318-2326, 2003 
Nussey, S.A. Whitehead, “Endocrinology – An integrated approach”, Oxford, BIOS 
Scientific Publishers, 2001 
Page, Curtis, Sutter, Walker, Hoffman, “Integraded Pharmacology”, Ιατρικϋσ Εκδϐςεισ 
Π.Φ Παςχαλύδησ, 2000. 
Pappoti, Torchio, Grassi, Favero, Bussolati, “Poorly differentiated oxyphilic (Hürthle cell) 
carcinomas of the thyroid”, Am J Surg Pathol: 20: 686-694, 1996 
Pellegriti, Frasca,. Regalbuto, Squatrito, Vigneri, “Worldwide Increasing Incidence of 
Thyroid Cancer: Update on Epidemiology and Risk Factors”, Journal of Cancer 
Epidemiology, Article ID 965212, 2013 
Reid, Wheller, “Hyperthyroidism: Diagnosis and Treatment”, American Familly 
Physician, Aug 15;72(4):623-630, 2005 
Rosai, Carcangiu, DeLellis, “Atlas of Tumor Pathology: Tumors of the Thyroid Gland”, 
Armed Forces Institute of Pathology, Washington, D.C, 1992 
Santoro, Dathan, Berlingieri, Bongarzone, Paulin, Grieco, Pierotti, Vecchio, Fusco, 
“Molecular characterization of RET/PTC3; a novel rearranged version of the RETproto-
oncogene in a human thyroid papillary carcinoma”, Oncogene 9(2):509-16, 1994 
Schark, Fulton, Jacoby, Westbrook, Straus II, Kaplan, “N-ras 61 oncogene mutations in 
Hürthle cell tumors [discussion in: Surgery;108(6):999–1000], 1990 
Schmid, Sheu, Görges, Ensinger, Tötsch, “Tumoren der Schilddrüse.”, Pathologe 24:357–
372, 2003 
Schneider, H. Chen, “New developments in the diagnosis and treatment of thyroid 
cancer”, CA Cancer J Clin, 63(6): 373–394., 2013 
Scopa, “Histopathology of Thyroid Tumors. An Overview”, Hormones 3(2): 100-110, 
2004 
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 13:03:19 EET - 137.108.70.7
Μελέτη των μεταλλάξεων των γονιδίων BRAF και KRAS ςτον καρκίνο του θυρεοειδούσ ςτον ελληνικό 
πληθυςμό. 
 
    63  
 
Shupnik, Ridgway, Chin, “Molecular Biology of Thyrotropin”, Endocrine Reviews, 
Endocrine Society, Volume 10, Issue 4, 2008 
Soares, Trovisco, Rocha, Lima, Castro, Preto, Maximo, Botelho, Seruca, Sobrinho-Simoes, 
“BRAF mutations and RET/PTC rearrangements are alternative events in the 
etiopathogenesis of PTC”, Oncogene 22 4578–4580. (doi:10.1038/sj.onc.1206706), 2003 
Tallini, Hsueh, Liu, Garcia-Rostan, Speicher, Ward, “Frequent chromosomal DNA 
unbalance in thyroid oncocytic (Hürthle cell) neoplasms detected by comparative 
genomic hybridization.”, Lab Invest 79 (5): 547 – 555, 1999 
Tuttle, Ball, Byrd, Dilawari, Doherty, Duh, “Thyroid carcinoma”, J Natl Compr Canc Netw, 
8 (11): 1228-1274, 2010 
Udelsman, Chen, “The current management of thyroid cancer.”, Adv Surg, 33 : 1-27, 1999 
Vasko, Gaudart, Allasia et al., “Thyroid follicular adenomas may display features of 
follicular carcinoma and follicular variant of papillary carcinoma.”, Eur J Endocrinol, 151 
(6): 779 – 786, 2004 
Wan, Garnett, Roe, Lee, Niculescu-Duvaz, Good, Cancer Genome Project, Michael Jones, 
Marshall, Springer, Barford, Marais, “Mechanism of Activation of the RAF-ERK Signaling 
Pathway by Oncogenic Mutations of B-RAF”, Cell. 116:855–867, 2004 
Wartofsky, “Increasing world incidence of thyroid cancer: increased detection or higher 
radiation exposure?”, Hormones (Athens) 9:103–108, 2010 
Watson, Myers, Caudy, Witkowski, “Recombinant DNA, Third Edition, Genes and 
Genomes – A Short Course”, Ακαδημαώκϋσ Εκδϐςεισ Ι. Μπϊςδρα και ΢ΙΑ Ο.Ε, 
2007. 
Xing, “BRAF mutation in thyroid cancer”, Endocrine-Related Cancer 12 245–262, 2005 
Xing, “Clinical utility of RAS mutations in thyroid cancer: a blurred picture now 
emerging clearer”, BMC Medicine doi:  10.1186 / s12916-016-0559-9, 2016 
Xing, “Molecular pathogenesis and mechanisms of thyroid cancer”, Nat Rev Cancer (3): 
184–199, doi:  10.1038/nrc3431, 2013 
Yen et al. “Physiological and Molecular Basis of Thyroid Hormone Action”, American 
Physiological Society, Physiological Reviews, USA, 2001, Vol. 81 no. 3 
Zhu, Gandhi, Nikiforova, Fischer, Nikiforov, “Molecular Profile and Clinical-Pathologic 
Features of the Follicular Variant of Papillary Thyroid Carcinoma - An Unusually High 
Prevalence of ras Mutations”, American Journal of Medicine, DOI: 10.1309/ND8D-9LAJ-
TRCT-G6QD, 2003 
Zhu, Gandhi, Nikiforova, Fischer, Nikiforov, “Molecular profile and clinical-pathologic 
features of the follicular variant of papillary thyroid carcinoma: an unusually high 
prevalence of ras mutations.”, Am J Clin Pathol, 120 (1): 71 – 77, 2003 
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 13:03:19 EET - 137.108.70.7
